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Atualmente, o DM2 constitui-se como um grande problema de saúde pública mundial 
devido à sua elevada prevalência, morbimortalidade, além do impacto que apresenta nos 
custos públicos com a saúde. Os mecanismos fisiopatológicos desta doença têm se tornado 
cada vez mais evidentes, estando relacionados com o envolvimento exclusivo de células, 
receptores e mediadores do sistema imune inato. Dentre estes compostos destacam-se o 
TLR4, um receptor de antígenos deste sistema, responsável por ativar a transcrição de 
citocinas pró-inflamatórias, e a iNOS, uma enzima cálcio independente, que produz 
elevadas concentrações de NO. Ambas as proteínas estão envolvidas no desenvolvimento 
de resistência à insulina. Por esta razão, este presente trabalho investigou se 2 
polimorfismos no promotor do gene da iNOS (NOS2) (deleção / inserção AAAT e 
(CCTTT)n) e 2 polimorfismos na seqüência codificadora do gene do TLR4 (TLR4) 
(Asp299Gly e Thr399Ile), tanto isolados como em conjunto, possuíam alguma associação 
com a susceptibilidade de desenvolvimento DM2. Além disso, também foi avaliado se os 
polimorfismos estavam associados com fatores de risco para a resistência à insulina e 
características clínicas do DM2. Foram coletadas amostras de sangue de 411 indivíduos, 
sendo 211 portadores de DM2 e 200 controles (doadores de sangue) saudáveis acima de 50 
anos, de ambos os sexos. A glicemia de jejum foi determinada e o DNA de cada sujeito foi 
extraído para posterior amplificações dos 4 fragmentos desejados por PCR. Para a 
determinação dos genótipos, os 2 polimorfismos da iNOS – AAAT e (CCTTT)n – foram 
submetidos à eletroforese em seqüenciador automático e os 2 polimorfismos do TLR4 – 
Asp299Gly e Thr299Ile – foram submetidos a reação de digestão utilizando-se enzima de 
restrição. Além das análises estatísticas convencionais, os resultados foram avaliados pelo 
método MDR (multifactor-dimensionality reduction), que visa verificar interações entre 
polimorfismos. As freqüências genotípicas para os polimorfismos, considerando ambos os 
grupos, estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Para o polimorfismo de deleção / inserção 
AAAT nós encontramos que a presença da inserção resultou em um aumento de risco para 
a doença. A inserção também se associou com a história familiar de diabetes em homens 
diabéticos e fatores de risco para a resistência à insulina. Para o polimorfismo (CCTTT)n 
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notamos que os genótipos que continham apenas as repetições longas (12-16 repetições) do 
microssatélite estavam associados com uma chance aumentada de desenvolver DM2, além 
destas mesmas repetições estarem relacionadas com colesterol total e nefropatia diabética. 
As freqüências dos polimorfismos Asp299Gly e Thr399Ile do TLR4 também foram 
avaliadas. Para ambas as mutações, os alelos menos prevalentes foram significativamente 
maior nos controles, mostrando um papel protetor para os alelos que codificam os 
aminoácidos 299Gly e 399Ile, respectivamente. Pelo método MDR também foi observado 
que existe uma forte interação entre os quatro polimorfismos estudados e que a combinação 
dos genótipos D/I do polimorfismo de deleção / inserção AAAT no gene NOS2, C/L 
(formas curtas / formas longas) do polimorfismo (CCTTT)n no gene NOS2 e Asp/Asp ou 
Thr/Thr dos polimorfismos Asp299Gly ou Thr299Ile, respectivamente, no gene TLR4 
apresenta alto risco para o desenvolvimento do DM2. Sendo assim, as variações genéticas 
no promotor do gene NOS2 e na seqüência codificadora do TLR4, consideradas tanto 
isoladas como em conjunto, podem levar a efeitos deletérios ou protetores, 
respectivamente, que são oriundos de funções alteradas do sistema imune inato em 




Background: The toll-like receptor 4 (TLR4) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) 
are proteins from the innate immune system that, when activated, can induce insulin 
resistance. Polymorphisms in these genes could affect the immune response, as well as the 
prevalence of type 2 diabetes (T2DM).  
Objective: The aims of the present study were: to investigate the contribution, isolated or 
together, of four polymorphisms (Asp299Gly and Thr399Ile from TLR4; deletion / insertion 
AAAT and (CCTTT)n from NOS2) to susceptibility to T2DM in a southeast Brazilian 
population; and to verify if these polymorphisms are associated with risk factors for insulin 
resistance syndrome and clinical characteristics for T2DM.  
Design: A total of 211 patients with T2DM and 200 unrelated controls were genotyped for 
the Asp299Gly and Thr399Ile polymorphisms of the TLR4 gene and for the deletion / 
insertion AAAT and (CCTTT)n polymorphisms of the NOS2 promoter gene. Besides the 
conventional statistics analysis, the data was also analyzed for gene-to-gene interactions 
among the four polymorphic loci using the multifactor-dimensionality reduction (MDR) 
method. 
Results: With regard to the NOS2 promoter region, the data showed that the I allele of the 
deletion / insertion  AAAT polymorphism was more prevalent in the T2DM group and also 
was related with some risk factors for insulin resistance syndrome (body mass index, waist 
circumference). Similarly, the L/L genotype of (CCTTT)n polymorphism were more 
frequent in the T2DM group and the L allele was associated with total cholesterol and 
diabetic nephropathy. In contrast, the 299Gly allele and the 399Ile allele from the 
Asp299Gly and Thr399Ile TLR4 gene polymorphisms, respectively, were associated with 
protection of T2DM. The MDR analysis showed a significant gene-to-gene interaction 
between the four polymorphisms studied. Moreover, the combination of the NOS2 deletion 
/ insertion AAAT heterozygote, the NOS2 (CCTTT)n (stratified in short and long forms) 
heterozygote and the TLR4 Asp299Gly Asp/Asp or Thr399Ile Thr/Thr, homozygotes was 
associated with a increased risk of T2DM. 
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Conclusions: Genetic variations in the NOS2 gene promoter and TLR4 coding sequence, 
when analyzed together or isolated, may lead to deleterious and protective effects, 
respectively, arising from altered function of the innate immune system in patients with 
T2DM.  
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Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)  é uma síndrome de etiologia múltipla 
decorrente da deficiência relativa de insulina e (ou) da incapacidade da insulina exercer 
corretamente seus efeitos,  levando à hiperglicemia crônica com distúrbios no metabolismo 
dos macronutrientes (Crawford e Cotran, 2000). Atualmente, o DM2 constitui-se um 
grande problema de saúde pública mundial pela sua elevada prevalência e 
morbimortalidade, além do impacto que apresenta nos custos públicos com a saúde e na 
qualidade de vida das pessoas que o apresentam. O número de casos no mundo todo está 
em aproximadamente 171 milhões e é estimado que em muitos países, incluindo aqueles 
que apresentam os maiores números da doença (China, Índia e EUA), a prevalência irá 
dobrar nos próximos vinte anos (Wild et al., 2004). No Brasil, o censo realizado entre 1986 
a 1989 sobre a prevalência de Diabetes no país evidenciou a presença da doença em  
7,6% na população entre 30 e 69 anos (Malerbi e Franco, 1992), sendo que 50% das 
pessoas desconheciam o diagnóstico (Goldenberg et al., 1996). Atualmente, o Ministério da 
Saúde, segundo seu último rastreamento, acredita que exista uma prevalência de 11% para 
pessoas acima de 40 anos (Goldenberg et al., 2003). Dados publicados, utilizando um 
modelo de relação entre incidência, prevalência e mortalidade específica da doença, 
indicaram que o excesso de mortalidade global atribuível ao diabetes no ano de 2000 foi 
estimado em 2,9 milhões de mortes, equivalente a 5,2% da mortalidade geral, sendo 2–3% 
nos países pobres e mais de 8% em países desenvolvidos, tais como os Estados Unidos e 
Canadá (Roglic et al., 2005). 
Sua etiopatogenia tem como base a associação entre fatores ambientais, dentre 
os quais se destaca a obesidade, com susceptibilidade genética e programação fetal, que 
levam inicialmente a um estado de resistência à insulina. Este estado é caracterizado pela 
insensibilidade à insulina por seus tecidos-alvo e consequentemente por um aumento nas 
concentrações sanguíneas de insulina, a fim de manter a glicemia dentro dos parâmetros 
fisiológicos (Fernadez-Real e Pickup, 2007). A habilidade de indivíduos obesos insulino-
resistentes evoluírem para o DM2 irá depender largamente da capacidade adaptativa das 
células β em manter níveis crescentes de concentração plasmática de insulina. Aqueles que 
não podem sustentar suficiente hiperinsulinemia sofrem deterioração na homeostasia da 
glicose, apresentando intolerância à glicose. O aumento da resistência à insulina e da 
hiperinsulinemia compensatória causam a progressão da intolerância à glicose para o DM2 
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franco. Com o aumento da hiperglicemia, causado pela resistência à insulina cada vez mais 
grave, a exaustão de células β é usualmente clara e evidente, com uma resposta retardada e 
diminuída ao desafio da glicose (Tripathi e Srivastava, 2006) (Figura 1).  
Sendo assim, percebe-se que a resistência à insulina é um mecanismo 
fisiopatológico importante do DM2 e acontece em vários tecidos envolvidos com seus 
efeitos metabólicos (Defronzo, 1988). Em tecido muscular há uma menor captação de 
glicose induzida por insulina. No fígado, há maior produção de glicose e gliconeogênese 
(Kahn, 1994). No tecido adiposo, a resistência à insulina inicia-se mais tardiamente, 
contribuindo para os efeitos de hipertrofia adipocitária, e conseqüente desenvolvimento da 
obesidade (Cancello e Clément, 2006). No hipotálamo há menores efeitos anorexigênico e 
termogênico deste hormônio, ao menos em modelos animais (Carvalheira et al., 2003). 
Todas essas alterações metabólicas, aliadas principalmente a hiperinsulinemia crônica, 
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A figura mostra a compreensão atual sobre a etiopatogenia do Diabetes tipo 2. Abreviações: PCR: proteína C 
reativa, RI: resistência à insulina. 
Figura 1- Estádios do desenvolvimento do Diabetes tipo 2 e suas interconexões 
metabólicas 
 
Em pacientes portadores desta síndrome encontra-se maior prevalência de 
hipertensão arterial, associada à disfunção endotelial e dislipidemias, predispondo à 
aterosclerose (Cleland et al., 2000; Zecchin et al., 2003), o que justifica a grande propensão 
deste grupo de pacientes a morbi-mortalidade cardiovascular. Outras manifestações comuns 
da síndrome são a esteatoepatite não alcóolica, hiperuricemia, disfunção sexual, estado  
pró-coagulante, problemas de pele (como acanthosis nigricans, um importante sinal clínico 
de hiperinsulinemia), síndrome de ovários policísticos em mulheres, e até mesmo 
neoplasias (Tripathi e Srivastava, 2006). Estudos epidemiológicos também mostram que 
pacientes obesos ou com resistência à insulina estão sob maior risco de desenvolver 
neoplasias, inclusive com pior prognóstico do que pacientes magros (Facchini et al., 2001; 
Calle et al., 2003) (Figura 1).  
Introdução 
37
Além das complicações típicas da síndrome de resistência à insulina, existem 
também as complicações vasculares decorrentes da hiperglicemia crônica do paciente 
DM2, que são divididas em microvasculares (retinopatia, neuropatia, nefropatia) e 
macrovasculares (doença arterial coronariana, doença vascular periférica e acidente 
vascular cerebral). Como conseqüência dessas complicações crônicas, DM2 é a principal 
causa de cegueira na idade adulta, de uma variedade de neuropatias debilitantes e desordens 
cardíacas e cerebrais (Tripathi e Srivastava, 2006).  
A partir destes conceitos básicos sobre o DM2 e de seus dados sobre 
prevalências nacional e mundial, consegue-se perceber que a compreensão plena dos 
mecanismos fisiopatológicos da doença é de extrema importância. E é por isso que, 
especialmente nas duas ultimas décadas, muito empenho por parte da comunidade científica 
foi destinado ao conhecimento de vias moleculares e fatores determinantes para a 
resistência à insulina, que é o principal fator desencadeador da doença.  
 
1.1- Inflamação, obesidade e diabetes tipo 2 
A sobrevivência dos organismos pluricelulares está relacionada à sua 
capacidade de combater infecções, assim como à capacidade de estocar energia para épocas 
de privação ou de maior demanda energética. Os sistemas de reconhecimento de antígenos, 
assim como os sistemas de armazenamento energético são amplamente conservados desde 
espécies como Caenorhabditis elegans e Drosophia até os mamíferos (Wellen e 
Hotamisligil, 2005). Na embriologia, sabe-se que tanto o adipócito, como o macrófago 
derivam de um tecido comum: a mesoderme (Lehrke e Lazar, 2004). Trinta a 59% dos 
genes que se correlacionam com a obesidade estão relacionados com a biologia do 
macrófago, sendo muitos desses genes conservados desde espécies muito primitivas até 
seres humanos (Lehrke e Lazar, 2004). Além disso, muitos hormônios, citocinas, proteínas 
de sinalização, fatores de transcrição e lipídios bioativos apresentam funções tanto para o 
sistema metabólico como imunológico, reforçando que estes dois sistemas são 
interdependentes e estão proximamente ligados (Wellen e Hotamisligil, 2005).  
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Em concordância com tais observações evolucionárias, hoje entende-se que a 
gênese da resistência à insulina é inflamatória, sendo o sistema imunológico um elo 
importante entre obesidade e DM2. Os adipócitos, especialmente nos obesos, apresentam-
se como células imunologicamente ativas, produtoras de citocinas, que possuem ação 
reguladora também do metabolismo (Wellen e Hotamisligil, 2005). Por isso que a 
obesidade está crescentemente sendo caracterizada por ativação crônica de vias 
inflamatórias e que tais vias estão causalmente relacionadas à resistência à insulina e ao 
desenvolvimento do DM2. 
A primeira molécula a ligar sistemas imune e metabólico foi o fator de necrose 
tumoral α (TNF- α) (Hotamisligil et al., 1993). Estudos realizados em modelos animais de 
obesidade, e também em humanos obesos, uniformemente mostraram aumento dos níveis 
de TNF-α circulante (Katsuki et al., 1998; Winkler et al., 1998). Nestes modelos 
observamos também aumento dos níveis desta interleucina em tecidos insulino-sensíveis 
(Hotamisligil et al., 1995). Outros estudos interessantes mostraram que a administração de 
TNF- α tanto a animais, quanto a humanos leva a um estado de resistência à insulina  
(Van Der Poll et al., 1991; Lang et al., 1992), assim como animais knockout para o receptor 
desta citocina mostraram-se protegidos para o desenvolvimento de resistência à insulina 
associado à obesidade (Ventre et al., 1997). A partir destes achados, diversos estudos 
passaram a demonstrar a expressão elevada de outras citocinas pró-inflamatórias (como IL-
6, IL-1β), bem como proteínas de fase aguda (proteína C reativa - PCR, proteína amilóide 
sérica A) em indivíduos obesos e com DM2 (Moller, 2000; Duncan e Schmidt, 2001; 
Febbraio e Pedersen, 2002). De maneira similar, as interleucinas IL-1β e IL-6 mostraram-se 
capazes de ativar vias celulares relacionadas ao desenvolvimento de resistência à insulina.  
 
1.2- A via de sinalização da insulina  
Para que sejam compreendidos os mecanismos moleculares da resistência à 
insulina do DM2, é necessário inicialmente descrever como a insulina transmite seu sinal 
no meio intracelular desde seu receptor até os efetores finais.  
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A sinalização intracelular da insulina em tecidos insulino-sensíveis (fígado, 
tecido adiposo e músculo esquelético) inicia-se com a ligação do hormônio a um receptor 
específico de membrana, o receptor de insulina (IR). O IR é uma proteína heterotetramérica 
com atividade tirosina-quinase, composta por duas subunidades α; extra-celulares, onde se 
localiza o sítio de ligação da insulina; e duas subunidades β, intracelulares, onde localiza-se 
o sítio catalítico. A ligação da insulina às subunidades α leva à mudança conformacional 
nas subunidades β, e consequente auto-fosforilação, o que ativa sua capacidade tirosina-
quinase (Patti e Khan, 1998).  
Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila vários substratos protéicos em 
resíduos de tirosina, incluindo membros da família dos substratos dos receptores de insulina 
(IRS- 1/2/3/4), Shc, Gab-1 e Cbl. A fosforilação em tirosina das proteínas IRS cria sítios de 
reconhecimento para moléculas contendo domínios com homologia à Src 2 (SH2). Dentre 
estas, destaca-se a PI3-K (fosfatidil inositol 3 quinase). Esta proteína é importante na 
regulação da mitogênese, na diferenciação celular e no transporte de glicose estimulado 
pela insulina. Atualmente, a PI3-K é a única molécula intracelular inequivocadamente 
considerada essencial para o transporte de glicose. As proteínas-alvo da PI3K conhecidas 
são a Akt (ou PKB) e as isoformas atípicas da PKC (λ, ζ), cujos efeitos são a captação de 
glicose via translocação de GLUT-4 para a membrana plasmática, síntese protéica e de 
glicogênio. Isso demonstra que o transporte de glicose pode ser mediado por diferentes vias 
de sinalização intracelular (Akt e PKC λ, ζ); essa diversidade de sinalização pode induzir 
mecanismos compensatórios em casos de mutações afetando Akt ou isoformas da PKC 
(Zecchin et al., 2004a).  
 
1.3- Mecanismos moleculares de resistência à insulina 
A resistência à insulina da obesidade e do Diabetes tipo 2 é caracterizada por 
alterações em diversos pontos, com redução da concentração e da atividade quinase do 
receptor, da concentração e da fosforilação do IRS-1 e -2, da atividade da PI 3-quinase,  
da translocação dos transportadores de glicose (GLUTs) e da atividade das enzimas 
intracelulares (Carvalheira et al., 2002). 
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Na última década, muitos avanços ocorreram na compreensão dos eventos 
moleculares associados à resistência à insulina em seus tecidos-alvo clássicos  
(fígado, músculo e tecido adiposo), bem como em células β, cérebro e outros tecidos. Pode-
se dizer que em todas as situações há o envolvimento de mediadores da inflamação 
(citocinas pró-inflamatórias), além de adipocinas (substâncias secretadas pelo tecido 
adiposo), que são responsáveis, por meio da comunicação intracelular através de seus 
receptores específicos, por atenuar a via de sinalização promovida pela insulina em células 
responsivas à sua ação. Os mecanismos moleculares de resistência à insulina são marcados 
por ação de serina-quinases (JNK, IKKβ, PKC – isoformas novas: δ, θ, ε), fosfatases de 
tirosina (PTP-1B), além de proteínas da família SOCS (supressor of cytokine signaling - 
isoformas 1,3,6) e da óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (Wellen e Hotamisligil, 2005).  
As proteínas da família SOCS, especialmente a SOCS-3, foram descritas como 
sendo induzidas por uma série de estímulos gerados por citocinas, tendo o papel de 
controlar o sinal pró-inflamatório suscitado pelas mesmas. A SOCS-3 em tecidos insulino-
sensíveis, associa-se com o IR e IRS-1/2, dificultando a fosforilação em resíduos de tirosina 
dessas proteínas por justamente ocupá-los e competir com a ação de tirosina-quinases. 
Como resultado, há a interrupção do sinal estimulado pela insulina e de suas ações 
metabólicas (Rui et al., 2002).  
A PTP-1B é uma fosfatase de tirosina, cuja principal função é exercer o 
feedback negativo da via intracelular da insulina em situações de hiperestimulação ou de 
jejum. Sendo assim, ela faz parte de um mecanismo natural de inibição do estímulo gerado 
pela insulina. Entretanto, no Diabetes tipo 2, parece existir um estímulo constante da  
PTP-1B, em função de seu estado pró-inflamatório subclínico crônico. Acredita-se que 
citocinas pró-inflamatórias são capazes de ativar continuamente a produção da PTP-1B, 
enzima responsável pela desfosforilação de resíduos de tirosina do IR (principalmente) e do 
IRS-1/2, e, portanto pela descontinuação do estímulo gerado pelo hormônio. A ativação da 
PTP-1B é um dos principais mecanismos de resistência hipotalâmica à insulina (Ukkola e 




Outro mecanismo de resistência à insulina bem estabelecido é a ação de 
serina/treonina-quinases. Em estados de resistência à insulina, mediadores como TNF-α, 
IL-1β e AGL levam à ativação de IKK β, JNK e PKCs (δ, θ, ε) por meio de vias de 
sinalização intermediárias. Tais ativações, por sua vez, aumentam o número de resíduos de 
serina e treonina fosforilados no IRS-1, transformando-o em uma proteína com ação 
inibitória sobre o sinal de insulina. As serina-quinases (JNK, IKK, PKCs) são potentes 
inibidores da via de sinalização da insulina, pois o IRS-1 possui mais de cem resíduos de 
serina que podem ser fosforilados, incluindo o mais importante deles o resíduo de serina 
307, tornando esse substrato mais refratário à associação com o receptor de insulina e, 
consequentemente, reduzindo sua fosforilação em tirosina, o que pode contribuir para a 
resistência à insulina durante situações de estresse fisiológico, como inflamação e 
obesidade (Zick, 2003). A ativação de IKKβ por citocinas pró-inflamatórias no diabético 
tipo 2 é considerada uma das mais indutoras da resistência à insulina, porque além de agir 
como uma inibidora direta da via de sinalização da insulina, promove a retro-alimentação 
da via, por meio da ativação do fator de transcrição NF-κB. O IKK β promove a 
fosforilação e degradação da proteína IκB, que fica acoplada ao NF-κB, permitindo a 
translocação deste fator de transcrição para o núcleo, que irá ativar genes envolvidos na 
resposta inflamatória (como os genes do TNF- α, IL-1β , moléculas de adesão e outros 
mediadores da inflamação) (Wellen e Hotamisligil, 2005).  
O NF-κB age como um dos mais importantes fatores de transcrição na 
expressão gênica da oxido nítrico sintase induzível (iNOS) em diversos tipos de culturas de 
células (Xie et al., 1994; Taylor et al., 1998). Há algum tempo, a iNOS foi descoberta como 
importante indutora de resistência à insulina em modelos animais e em humanos (Elizalde 
et al., 2000; Perrealt e Merette, 2001; Ceriello et al., 2002).  
A iNOS é responsável por produzir continuamente elevadas concentrações de 
óxido nítrico (NO). O NO é um radical livre que possui tanto efeitos benéficos quanto 
prejudiciais ao organismo. Quando produzido pelas óxido nítrico sintases (NOS) 
constitutivas endotelial (eNOS ou NOS3) e neuronal (nNOS ou NOS1) cálcio-dependentes, 
normalmente o NO desempenha funções benéficas, como vasodilatação e 
neurotransmissão, respectivamente. Neste caso, pequenas quantidades de NO são 
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produzidas em um curto espaço de tempo. Em contraste, quando o NO é resultante da 
isoforma NOS cálcio-independente (iNOS), elevadas quantidades são produzidas e sua 
ação está associada com apoptose celular, ataque microbiano, choque séptico, estresse 
celular e desenvolvimento tumoral (Abdalla, 2002). 
Os mecanismos pelos quais a iNOS promove resistência à insulina tem sido 
recentemente estudado e algumas evidências consistentes já foram descobertas. A indução 
da iNOS leva a produção de considerável quantidade de NO, o que é capaz de provocar  
S-nitrosação e com isso modificar a função de proteínas envolvidas na via de sinalização 
insulínica. Carvalho-Filho et al. (2005) mostraram que a indução da iNOS em três modelos 
de resistência à insulina em ratos levou a sinalização diminuída de insulina pela via  
IR/IRS-1/Akt, bem como a um aumento dos níveis de S-nitrosação destas proteínas.  
Desta maneira, a indução da iNOS também representa um importante mecanismo molecular 
de resistência à insulina. 
 
1.4- TLR4: importante receptor do sistema imune inato que conecta diversas vias 
moleculares de resistência à insulina  
Mais recentemente, passou-se a observar que os mecanismos moleculares de 
resistência à insulina apresentam o envolvimento quase que exclusivo de células, receptores 
e mediadores celulares do sistema de defesa orgânico inespecífico: o sistema imune inato 
(Fernadez-Real e Pickup, 2007).  Esta observação molecular teve sua importância 
reconhecida, principalmente quando se descobriu que uma das principais e mais bem 
descritas vias de ativação do sistema imune inato (a via do Toll-like receptor 4 - TLR4) 
também está relacionada à insensibilidade à insulina (Shi et al., 2006; Kim et al., 2007; 
Tsukumo et al., 2007). 
O TLR4 é um dos 11 receptores de antígenos da família dos Toll-like receptors, 
os quais são altamente conservados desde espécies mais primitivas até organismos 
superiores como mamíferos. Essas proteínas foram originalmente descobertas em 
drosophilas, onde exerciam papel na ontogênese e também na defesa antifungos (Lemaitre 
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et al., 1996). Em mamíferos, o papel de destaque destes receptores é com relação a sua 
participação em vias do sistema imune inato. O TLR4 é capaz de reconhecer 
principalmente fragmentos da parede de bactérias gram-negativas, como lipopolissacáride 
(LPS) (Chow et al., 1999; Akira et al., 2001). Ele está expresso em células que participam 
da resposta imune primária, como: macrófagos e células epiteliais, além de células de 
tecidos insulino-sensíveis, incluindo hepatócitos, adipócitos e células de músculo 
esquelético. O TLR4 também interage com outras substâncias endógenas e exógenas, 
incluindo: proteínas de choque térmico, fibrinogênio, fibronectina, ácidos graxos saturados 
e ácidos graxos livres (Zarember et al., 2002; Shi et al., 2006; Tsukumo et al., 2007).  
Estes dois últimos ligantes do TLR4 têm especial relação com o mecanismo fisiopatológico 
do DM2, sendo a principal conexão molecular entre lipotoxicidade e resistência à insulina 
(Shi et al., 2006).  
Após a ligação de ligantes específicos ao TLR4, há a ativação simultânea de 
diversas vias moleculares de resistência à insulina. Primeiramente, os ligantes de TLR4 são 
reconhecidos pelo complexo TLR4-MD-2 presente na superfície celular, formando um 
novo complexo capaz de transmitir a sinalização via domínio intracelular do TLR4, através 
do recrutamento da proteína adaptadora MyD88. A ativação de MyD88 leva a ativação de 
diversas proteínas intracelulares (IRAK, TIRAP, TRAF6), que culminam na ativação de 
serina-quinases como JNK e IKKβ. Já foi visto no item anterior que essas serina-quinases 
atenuam a via de sinalização da insulina, por diminuir a capacidade de fosforilação em 
tirosina de proteínas da via (Lee et al., 2003; Kanzler et al., 2007). Além disso, IKKβ é 
capaz de ativar NF-κB, fato que induz a expressão de proteínas envolvidas com a resposta 
inflamatória inespecífica, como citocinas e enzimas pró-inflamatórias, que por sua vez são 
responsáveis pela atenuação da resposta intracelular insulínica (Akira et al., 2001; 
Zarember et al., 2002; Tsukumo et al., 2007) (Figura 2). Dentre estas proteínas 
inflamatórias, destaca-se a iNOS, enzima cuja ativação também leva à atenuação da via da 
insulina, pela sua elevada produção de NO e S-nitrosação de proteínas da via  
(Carvalho-Filho et al., 2005). Dessa maneira, percebe-se que a ativação de TLR4 integra 
diversos mecanismos moleculares de resistência à insulina, como a ativação de JNK,  
IKK β, NF-kB e iNOS.  
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A descoberta de que TLR4 está envolvido na gênese da resistência à insulina 
reforça ainda mais o conceito de que as vias metabólicas e inflamatórias estão estreitamente 
interligadas e que fatores ambientais (como alta ingestão de ácidos graxos saturados) são o 
gatilho para muitas doenças crônicas que possuem como principal mecanismo 
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Abreviações: COX-2: cicloxigenase 2, AGLs: ácidos graxos livres, HSP60: proteína de choque térmico 60, 
IKK β: IκB quinase β, IL-6: interleucina 6, iNOS: óxido nítrico sintase induzível, JNK: janus quinase, LPS: 
lipopolissacáride, NF-KB: fator nuclear kappa B, LDL-ox: LDL oxidada, TLR4: Toll-like receptor 4, TNF-α: 
fator de necrose tumoral α 
Figura 2- Ativação do Sistema Imune Inato e Resistência à Insulina: a via do TLR4 
 
1.5- TLR4 e iNOS como alvos para investigação de genes candidato  
Assim, percebe-se que já está bem consolidada a relação entre inflamação e 
resistência à insulina, principalmente no que diz respeito a trabalhos epidemiológicos e 
experimentais (Pickup e Crook, 1998; Moller, 2000; Febbraio e Pedersen, 2002). 
Entretanto, um dado interessante e muito pouco divulgado em estudos é a questão da 
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variabilidade interindividual de marcadores pró-inflamatórios e de susceptibilidade ao DM2 
em indivíduos teoricamente expostos ao mesmo estilo de vida. Neste caso, parece que a 
hereditariedade e a evolução étnico-histórica destacam-se como os principais fatores de 
risco para o desenvolvimento da doença (Barroso et al., 2005; Ferweda et al., 2007).  
E algumas teorias evolucionárias justificam muito bem a variabilidade interindividual dos 
indivíduos.  
Uma importante e consolidada teoria é a do genótipo econômico, ou thrifty 
genotype. Os mamíferos em geral, e a humanidade em particular, durante sua evolução 
tiveram de se adaptar aos tempos de privação energética e ao jejum prolongado.  
Desta maneira, foi selecionado, ao longo do tempo, um genótipo com tendência ao acúmulo 
de energia, e um tecido especializado para esta tarefa, o tecido adiposo. Atualmente, com o 
desenvolvimento tecnológico, maior capacidade de produção de alimentos, e menor 
necessidade de gasto energético para obter o sustento, um novo problema surgiu. A maior 
disponibilidade de energia e a menor necessidade de gastá-la, associadas a este genótipo 
econômico levam a um acúmulo excessivo, e conseqüente obesidade (Eaton et al., 1988; 
Reaven, 1999). 
Outro dado interessante de se observar é com relação à distribuição de 
macronutrientes em relação ao valor energético total da dieta e que pode justificar a 
facilidade da dieta ocidental em causar resistência à insulina, ou até mesmo DM2. O ser 
humano apresenta um genótipo levemente resistente à insulina. Por seleção natural, os 
indivíduos primitivos que se adaptaram a um ambiente rico em proteínas e pobre em 
carboidratos sobreviveram e foram capazes de transmitir este imprinting genético.  
Na realidade, estes indivíduos apresentam peculiaridades metabólicas que permitem manter 
a homeostase glicêmica para preservar o cérebro, como a gliconeogênese e a oxidação de 
ácidos graxos livres. Entretanto, estes mecanismos que garantiram a sobrevivência da 
sociedade primitiva são uma desvantagem para os padrões alimentares atuais, pois são 
capazes de exacerbar este genótipo de leve resistência à insulina, devido à ingestão de 
dietas altamente energéticas, ricas em carboidratos refinados e gorduras (Neel et al., 1998; 




Outra possível teoria, e de grande relevância após a descoberta de que 
obesidade e DM2 são doenças inflamatórias, é a teoria do genótipo mais resistente a 
infecções. No passado evolucionário histórico, principalmente das populações africanas e 
caucasianas de nações industrializadas, grandes epidemias de doenças infecciosas 
ocorreram e foram responsáveis por muitas mortes.  Neste contexto, acredita-se que 
mecanismos de pressão de seleção podem também ter desempenhado um importante papel 
na sobrevivência de indivíduos mais resistentes a infecções, e atualmente a persistência 
deste genótipo que inflama mais pode estar associado a efeitos deletérios, como 
desenvolvimento de doenças crônicas de caráter inflamatório (Agarwal et al., 2000;  
Morris et al., 2001; Ferweda et al., 2007). Acredita-se que variações nucleotídicas, como 
polimorfismos, tenham desempenhado importante papel na definição deste genótipo.  
Sendo assim, considerando o envolvimento de vias do sistema imune inato na gênese da 
resistência à insulina e do DM2 em animais, torna-se interessante estudar polimorfismos 
em genes que codificam duas das principais proteínas envolvidas neste link molecular: 
TLR4 e iNOS, o que pode destacar estes genes como possíveis genes candidatos para a 
doença em humanos . 
O gene do TLR4 (TLR4) está presente no cromossomo 9 dos seres humanos. 
Nele, há dois polimorfismos que são largamente estudados: o Asp299Gly e o Thr399Ile. 
Ambos estão localizados na região codificadora do gene, mais especificamente no éxon 3 
(Arbour et al., 2000). No primeiro, uma transição nucleotídica de A para G, situada na 
posição + 896bp, resulta na substituição do aminoácido ácido aspártico por uma glicina na 
posição 299 da proteína. E no segundo, uma transição nucleotídica de C para T na posição 
+1196, é responsável pela troca do resíduo treonina por uma isoleucina na posição 399 do 
receptor (Arbour et al., 2000; Schmitt et al., 2002). Normalmente, essas duas mutações 
estão cosegregadas em diversas populações, principalmente na população caucasiana, 
estando o Thr399Ile em forte desequilíbrio de ligação com o Asp299Gly (Ferweda et al., 
2007; Carvalho et al., 2007). Por serem polimorfismos situados na região codificadora do 
gene, levando a troca de aminoácidos, é possível que exista alteração funcional da proteína. 
Alguns estudos têm demonstrado que as alterações de aminoácidos estão relacionadas com 
mudanças no sítio de ligação do TLR4 aos seus ligantes, resultando muitas vezes em 
hiporresponsividade do sistema imunológico depois de estimulado (Arbour et al., 2000). 
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Desde sua identificação, essas duas mutações têm sido estudadas em populações distintas 
por suas possíveis associações nos mecanismos fisiopatológicos de diversas doenças 
infecciosas e crônicas, com resultados contraditórios (Lorenz et al., 2002; Kolek et al., 
2004; Patrignani et al., 2006; Koch et al., 2006; Berdeli et al., 2007).  
Já o gene da iNOS (NOS2) está localizado no cromossomo 17 dos seres 
humanos. Baseando-se no fato de que seu modo predominante de regulação da expressão 
gênica é no estágio transcricional (Guo et al., 2003), a região promotora de NOS2 tem sido 
largamente estudada e relacionada com diversas doenças (Kun et al., 1998; Morris et al., 
2001; Gonzalez-Gay et al., 2004; Liao et al., 2006). O promotor do gene NOS2 é um dos 
maiores e mais complexos entre os conhecidos, indicando que a sua expressão está sobre 
fino controle. Inúmeros elementos responsivos a citocinas foram encontrados da região - 
4kb até o sítio principal de início da transcrição (+1) (Marks-Konczalik et al., 1998; 
Ganster et al., 2001). Há dois polimorfismos nesta região, que tem sido foco de diversos 
autores. Um desses polimorfismos é o de deleção (D) / inserção (I) AAAT, localizado em 
uma região de repetição AAAT/AAAAT na posição -756bp a -716bp (Belamy e Hill, 
1997). E o outro é o polimorfismo pentanucleotídico (CCTTT)n (onde n varia de 8 a  
16 repetições CCTTT), na posição -2,6kb no promotor da iNOS (Xu et al., 1997). Ambos 
os polimorfismos foram relacionados com significantes diferenças na atividade do 
promotor, resultando em aumento da transcrição gênica do gene NOS2 (Morris et al., 2002; 
Motalebipour et al., 2005). Ambos os polimorfismos são frequentemente testados em 
estudos de associação com diversas doenças, mas especialmente com doenças crônicas. 
Apesar das grandes evidências moleculares a respeito do envolvimento de 
componentes do sistema imune inato na gênese da resistência à insulina, ainda não há 
estudos que associem polimorfismos nos genes TLR4 e NOS2 com o DM2 em um modelo 
caso-controle. 
 
1.6- Interações gene-gene em doenças poligênicas como o Diabetes tipo 2 
A investigação de genes-candidato foi e ainda é uma abordagem muito utilizada 
na genética e que permitiu consideráveis avanços no conhecimento da atuação de fatores 
genéticos no desenvolvimento e susceptibilidade de doenças, incluindo o DM2.  
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Tais investigações proporcionaram, por exemplo, grandes elucidações no conhecimento dos 
genes envolvidos com as formas monogênicas de diabetes, chamadas de MODY (maturuty-
onset diabetes of the young), que são atualmente agrupados dentro de um grupo distinto do 
DM2 denominado “outros tipos específicos de diabetes” (Zecchin et al., 2004b). Embora 
relativamente incomuns (menos de 3% dos diabéticos), essas formas monogênicas do 
diabetes são importantes, pois vários dos genes envolvidos foram identificados e 
caracterizados e uma herança autossômica dominante já é bem estabelecida. Nas formas 
monogênicas de diabetes, o gene envolvido é necessário e suficiente para causar a doença. 
Em outras palavras, fatores ambientais desempenham pouco ou nenhum papel para 
determinar se um indivíduo geneticamente predisposto desenvolve ou não diabetes 
(Permutt e Hattersley, 2000).  
No entanto, a maioria dos diabéticos tipo 2 comuns apresenta herança 
poligênica bastante difícil de se identificar e caracterizar, pois resulta de interações de 
múltiplos genes e fatores ambientais, sem qualquer fator isolado tendo fortes efeitos 
independentes. E talvez seja por este principal motivo que estudos com investigação de 
genes-candidatos para o DM2 são ainda tão controversos e inconclusivos, visto que é difícil 
associar muitas vezes um único gene com a etiologia de uma doença tão complexa.  
Uma das razões para isso é a presença de epístase que pode mascarar os efeitos de um locus 
sobre outro locus e reduzir o poder de identificá-los isoladamente (Warden et al., 2004). 
Epístase é geralmente definida como uma interação entre dois ou mais genes ou seus 
respectivos mRNA ou proteínas para definir uma característica (Warden et al., 2004).  
De acordo com Moore (2003), epístase é um componente ubíquo da arquitetura genética de 
doenças humanas comuns, sendo essas interações complexas mais importantes do que 
efeitos independentes de qualquer gene-candidato, ou que está envolvido com a 
susceptibilidade da doença. 
Diante deste contexto, sabe-se que um dos objetivos mais atuais da genética 
humana é identificar interações entre polimorfismos em genes humanos que conferem um 
risco aumentado a doenças particulares. E este é um difícil desafio para doenças comuns, 
complexas e multifatoriais, como o DM2.  Tradicionalmente, interações gene-gene em 





de ligação e de equilíbrio de Hardy-Weinberg, nos quais todos têm limitações em suas 
aplicações (Moore e Williams, 2002). Todos são métodos paramétricos, por isso são menos 
práticos para lidar com dados altamente dimensionais e quando múltiplas comparações são 
efetuadas, como em análises de interações gene-gene. Sendo assim, a identificação e 
caracterização de tais interações têm sido muito limitadas principalmente por falta de 
métodos estatísticos mais direcionados para este fim, bem como de amostras de tamanho 
grande (Ritchie et al., 2001).  
Com o intuito de superar essas limitações, o método MDR (multifactor 
dimensionality reduction) foi desenvolvido. O método MDR posiciona genótipos de 
diversos locus em uma única dimensão com dois grupos, classificados em alto risco e baixo 
risco. Reduzindo os dados, ele é capaz de resolver problemas associados com teste de 
interações para dados altamente dimensionais em amostras com tamanho modesto. Este 
método relativamente novo é avaliado por sua capacidade de classificar e predizer o status 
da doença por meio de testes de validação cruzada e de permutação. O MDR é livre de 
modelo (não assume qualquer modelo genético em particular) e é não paramétrico  
(não estima qualquer parâmetro). Desde sua elaboração, tem sido mostrado como um bom 
método para detectar interações de alta ordem entre polimorfismos em diversas doenças 
crônicas e comuns em estudos caso-controle relativamente pequenos (Hahn et al., 2003).  
Dentro deste contexto, considerando os novos dados disponíveis em relação ao 
envolvimento de vias do sistema imune inato, em especial as proteínas TLR4 e iNOS, na 
promoção de resistência à insulina, acredita-se que esses agentes e suas variações genéticas 
são altamente relevantes em termos de interação gene-gene e na prevenção de DM2 
relacionado com obesidade e resistência à insulina. Por isso, além de avaliar a relação dos 
polimorfismos Asp299Gly e Thr399Ile no gene TLR4 e dos polimorfismos de deleção  
(D) / inserção (I) AAAT e (CCTTT)n no gene NOS2 de maneira isolada, objetivamos 
verificar se existe qualquer interação de alterações nucleotídicas (mecanismos epistáticos) 


























1- Investigar a associação do DM2 com os polimorfismos: 
- deleção (D) / inserção (I) AAAT e (CCTTT)n presentes no promotor da iNOS, 
- Asp299Gly e Thr399Ile presentes na região codificadora do TLR4;  
2- Verificar se estes polimorfismos apresentam interações entre eles, contribuindo 
conjuntamente para a susceptibilidade do DM2;  
3- Relacionar estes polimorfismos com fatores de risco da síndrome de resistência à 
insulina, como: índice de massa corpórea, circunferência da cintura e pressão arterial 
entre toda a população amostral; 
4- Relacionar estes polimorfismos com variáveis clínicas, como sexo, índice de massa 
corpórea, circunferência da cintura, relação cintura / quadril, dislipidemias, pressão 
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3.1- Sujeitos  
Este é um estudo do tipo caso-controle e seu protocolo foi aprovado pelo 
comitê de ética e pesquisa da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Apenas 
participaram do estudo os pacientes e controles que consentiram voluntariamente após 
assinarem termo de compromisso informado. A população em estudo consistiu de  
211 pacientes portadores de DM2, com idade entre 30 e 70 anos, e 200 sujeitos controles 
não-diabéticos, com idade acima de 50 anos, de ambos os sexos e com diferentes origens 
étnicas. Os pacientes com DM2 foram recrutados do Ambulatório de Diabetes e 
Hipertensão Arterial do Hospital das Clínicas, Unicamp em Campinas, SP, utilizando-se o 
critério para diagnóstico da doença da Organização Mundial da Saúde (Alberti e Zimmet, 
1998), ou uso de drogas hipoglicemiantes. Já os controles foram obtidos do Setor de 
Doação de Sangue do Hemocentro do mesmo hospital, considerando-se os seguintes 
critérios: ausência de história de diabetes, ausência de parentes de 1º grau com diabetes, 
ausência de doenças crônicas, índice de massa corpórea (IMC) inferior a 30kg/m2, relação 
cintura / quadril (R C/Q) ≤ 0,9 para mulheres e ≤ 1,0 para homens e glicemia de jejum 
inferior a 110 mg/dl.  
A história médica de cada paciente com DM2 foi obtida usando um 
questionário com opções padronizadas de respostas a serem escolhidas durante a entrevista 
e/ou análise de prontuário médico. Foram coletados os seguintes dados clínicos: idade, 
sexo, cor, antecedentes raciais, renda per capita, duração e história familiar de DM, 
presença de doenças associadas (cardiopatias, nefropatia, retinopatias, neuropatias, 
dislipidemias), medicações em uso, circunferências da cintura e quadril, pressão arterial, 
peso atual, altura, tabagismo, etilismo e glicemia de jejum para confirmação do diagnóstico. 
Além destes, quando informado em prontuários também foi acessado dados bioquímicos, 
como: perfil lipídico (colesterol total e frações, triglicerídeos) e hemoglobina glicosilada 
(HbA1c). 
Os controles também foram submetidos à entrevista e análise de ficha do banco 
de doadores para melhor investigação de doenças presentes que poderiam estar 
relacionadas com o gene em estudo. O questionário apresentou os seguintes dados clínicos: 
idade, sexo, cor, antecedentes raciais, renda per capita, história familiar de DM, presença de 
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doenças, medicações em uso, circunferências da cintura e quadril, pressão arterial,  
peso atual, peso de dez anos atrás, altura, tabagismo, etilismo e glicemia de jejum atual para 
confirmação da ausência de DM2.   
Os sujeitos controles e os pacientes com DM2 tiveram as amostras de sangue 
periférico (9ml) retiradas por punção venosa, as quais foram encaminhadas para extração 
de DNA e determinação de glicemia plasmática.  
 
3.2- Determinação de Glicemia de Jejum  
O sangue foi coletado em tubos a vácuo fluoretados de 4 ml, sendo 
posteriormente centrifugado e armazenado a -20ºC. A glicemia plasmática de jejum foi 
determinada pelo método enzimático colorimétrico da glicose oxidase, utilizando-se kit 
comercial, com leitura em espectrofotômetro.  
 
3.3- Genotipagem 
3.3.1- Extração de DNA 
DNA genômico da população em estudo foi isolado de leucócitos de sangue 
periférico. Os pacientes e os controles doaram 5 ml de sangue, que foi estocado a 4ºC e 
posteriormente extraído o DNA por meio de kit comercial (GFX Genomic Blood DNA 
Purification Kit, Amershan Pharmacia Biotec). O procedimento para extração a partir de 
sangue total foi realizado seguindo o protocolo do fabricante: 500 µL de sangue total foi 
adicionado a 900 µL de solução de lise. A mistura foi homogeneizada por inversão 
(aproximadamente 30 vezes) para posterior incubação por 5 minutos a temperatura 
ambiente e centrifugação a 14000 rpm durante 30 segundos. Logo após, o sobrenadante foi 
removido e 500 μL de solução de extração foram adicionados ao sedimento. Após 
incubação por 5 minutos a temperatura ambiente, a solução foi transferida para a coluna de 
extração e centrifugada a 8000 rpm por 1 minuto. O volume eluído foi desprezado e 
novamente foram adicionados 500 μL de solução de extração na coluna, sendo submetida 
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as mesmas condições de centrifugação anteriores. Após este procedimento, 500 μL de 
solução de lavagem foram acrescentados à coluna e centrifugada por 3 minutos a  
14000 rpm. O volume eluído foi descartado e 200 μL de água destilada e esterilizada foram 
adicionados à coluna, seguido de incubação durante 1 minuto e centrifugação a 8000 rpm 
por 1 minuto. O material foi estocado a -20ºC. 
 
3.3.2- PCR e Determinação dos Genótipos   
O DNA extraído de cada sujeito foi submetido à amplificação por PCR 
(polymerase chain reaction) para a detecção dos 4 polimorfismos (2 no promotor da iNOS e 
2 no gene do TLR4), utilizando-se primers já descritos na literatura (Xu et al., 1997; 
Belamy, Hill et al., 1997; Lorenz et al, 2001), como mostra a tabela 1. As amplificações dos 
DNAs foram realizadas em um termocilcador GeneAmp (PCR System 9700, Applied 
Biosytems, USA) com a seguinte mistura: 1μg de DNA genômico, 1μl de cada 10μM de 
primer (Invitrogen, Rio de Janeiro, Brasil), 0.5U de Taq Polimerase (Invitrogen, Rio de 
Janeiro, Brazil), 0.25 μl de cada dNTP, 2.5μl de tampão 10X para PCR, 1 µl de MgCl2 e 
água destilada estéril para um volume final de 25 µl.. 
 
Tabela 1- Seqüências dos primers (forward - F e reverse - R) usados para amplificação dos 
fragmentos de DNA de interesse 
Gene Polimorfismo Primers 
TLR4 Asp299Gly F: 5'-GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-3' 
  R: 5'-GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC-3' 
TLR4 Thr399Ile F: 5'-GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA-3' 
  R: 5'-ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT-3' 
iNOS -/+ AAAT F: 5'-TGGTGCATGCCTGTAGTCC-3'* 
  R: 5'-GAGGCCTCTGAGATGTTGGTC-3' 
iNOS (CCTTT)n F: 5'-ACCCCTGGAAGCCTACAACTGCAT-3'* 
  R: 5'-GCCACTGCACCCTAGCCTGTCTCA-3' 
* Primers Forward da iNOS foram marcados com FAM 
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Os parâmetros do cliclo para os polimorfismos do TLR4 foram: um ciclo inicial 
de 95oC por 6 min, seguido de 31 ciclos de desnaturação a 95oC por 30s, anelamento a 
55oC por 30s e extensão a 72oC por 30s, finalizando com um ciclo para extensão final de 
72oC por 7 min. Após a amplificação, os fragmentos do gene TLR4 foram submetidos a 
reação de digestão utilizando-se enzima de restrição, conforme descrito por Lorenz et al 
(2001). A reação foi preparada com 10 μl dos produtos da PCR, 0.2μl da enzima de 
restrição apropriada (NcoI para o polimorfismo Asp299Gly e HinfI para o polimorfismo 
Thr399Ile – Fermentas, USA), 1.5μl do tampão 10 X e 1.3μl de água destilada estéril.  
As misturas foram incubadas overnight a 37oC e posteriormente submetidas à eletroforese 
em gel de agarose a 3% para a determinação dos genótipos.  
Os parâmetros do ciclo para os polimorfismos do NOS2 consistiram de uma 
desnaturação inicial a 94oC por 5 min, seguida de 10 ciclos de 94oC, 65oC e 72oC por 1 min 
cada, depois mais 15 ciclos de 94oC, 60oC e 72oC por 1 min cada, e finalmente 20 ciclos de 
94oC, 58oC e 72oC por 1 min cada, finalizando com uma extensão final a 72oC por 25 min. 
A extensão final prolongada  foi realizada para permitir melhor fixação da marcação com  
5 – carboxifluoresceina (FAM) do primer forward. Esta marcação especial possibilita a 
detecção do fragmento em seqüenciador automático. Todos os produtos da PCR foram 
submetidos à eletroforese em um seqüenciador automático MegaBace 1000  
(GE Healthcare, USA), e os genótipos foram determinados usando o software Fragment 
Profile VS. 1,2.  
 
3.4- Análise Estatística 
3.4.1- Análises Convencionais  
Diferenças nos parâmetros clínicos entre os grupos de pacientes com DM2 e 
controles foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney. O equilíbrio de Hardy-Weinberg 
foi calculado a partir da análise de qui-quadrado. As frequências de alelos e genótipos 
foram comparadas entre os grupos usando os testes estatísticos qui-quadrado e exato de 
Fischer. Para avaliar a relação entre os polimorfismos com fatores de risco da Síndrome de 
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RI (índice de massa corpórea, circunferência da cintura, pressão arterial sistólica, pressão 
arterial diastólica), toda a população amostral (n= 411) foi classificada em quatro intervalos 
divididos pelos quartis (Q1, Q2, Q3) para a confecção de tabelas de dupla entrada (PM vs 
parâmetros clínicos), que foram posteriormente analisadas por qui-quadrado e regressão 
logística univariada. A análise de regressão logística foi utilizada para acessar a associação 
entre o polimorfismo e DM2, com outros fatores de risco conhecidos, incluindo sexo, 
idade, relação cintura/quadril, índice de massa corpórea e pressão arterial. A regressão 
logística também foi utilizada para verificar a associação entre o polimorfismo e DM2 com 
as complicações vasculares da doença. Foi considerado o nível de significância de 5%. Para 
a análise estatística foi utilizado o programa SSPS. As medidas de desequilíbrio de ligação 
(D’e r2) entre os SNPs Asp299Gly e Thr399Ile foram calculados a partir dos dados 
primários dos genótipos com o uso do software Haploview.  
 
3.4.2- Análise por MDR (Multifactor Dimensionality Reduction) 
A identificação de interações gene-gene é um difícil desafio para doenças 
comuns, complexas e multifatoriais. Tais interações são difíceis de detectar e caracterizar 
usando métodos paramétricos tradicionais – como regressão logística – porque os dados 
ficam esparsos em tantas dimensões criadas por tabelas de contingência. Isso pode levar a 
estimação de um parâmetro que tem grandes erros-padrão resultando em um aumento de 
erros de tipo I. Em adição, detectando interações gene-gene e gene-ambiente usando 
procedimentos tradicionais para se ajustar a modelos de regressão logística pode ser 
problemático, levando a um aumento de erros do tipo II e diminuindo o poder estatístico. 
Além disso, nesse tipo de análise, aquelas seqüências de variação no DNA que tinham um 
efeito de interação, mas não um efeito principal, se perderão. 
A fim de resolver estes parâmetros de estimação pouco acurados e o baixo 
poder para identificar interações em amostras de tamanho relativamente pequenas,  
foi desenvolvido por Hahn et al. (2003) um método livre de modelo genético e não 
paramétrico chamado MDR (multifactor-dimensionality reduction). Com o método MDR, 
genótipos em vários locus são estratificados em grupos de alto risco e baixo risco, 
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reduzindo efetivamente o dimensionamento de precisão de genótipos de n dimensões para 
uma (1) dimensão. Este método que coloca diversos genótipos em uma única dimensão é 
avaliado por sua habilidade de classificar e predizer o status da doença usando  
cross- validation (validação de cruzamento) e teste de permutação. O software MDR 
trabalha com set de dados que contêm mais de 500 variáveis e consegue examinar 
interações entre quinze fatores genéticos e/ou ambientais. 
A figura 3 ilustra os passos gerais envolvidos na implementação do método 
MDR para estudos caso-controle. Para este estudo, primeiramente, nós identificamos um 
conjunto de fatores genéticos e ambientais. Em seguida, o método foi aplicado de acordo 
com os passos abaixo: 
1) Os pares emparelhados foram divididos aleatoriamente em dez subgrupos iguais.  
Após a divisão, nove dos dez subgrupos (9/10) constituíram o set de training e 1 dos  
10 subgrupos (1/10) constituiu o set de test, como parte de uma validação de 
cruzamento (cross-validation). O modelo do MDR foi desenvolvido em cima do set de 
training (9/10).  
2) Alguns grupos dos n fatores foram selecionados do pool de todos os fatores.  
3) Os n fatores e suas células multifatoriais foram representadas em um espaço n 
dimensional. (Por exemplo, 2 polimorfismos com 3 genótipos cada, formam nove 
combinações de genótipos). 
4) A razão de casos e controles foi calculada em cada célula multifator no espaço n-
dimensional. Cada célula multifator foi marcada como “alto-risco” se o número de casos 
excede o número de controles. Se o contrário ocorre, a célula foi marcada como “baixo-
risco”, pois o limiar considerado foi T= 1,0 (T de threshold). Este processo reduz as 
classes multifatores n-dimensional em um modelo de uma dimensão com duas classes 
de multifatores: alto-risco e baixo-risco.  
5) Os passos 2 ao 4 foram repetidos para todas as outras combinações de fator n e o 
modelo de fator n escolhido foi aquele que possuía o menor número de indivíduos mal 
classificados no set de training, sendo considerado o “melhor” modelo de fator n. 
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6) A classificação de “melhor” modelo de fator n é usada para realizar a precisão do status 
de doença para o restante do 1/10 dos dados (set de test). Por necessidade, células vazias 
tanto no set de training como no set de test são ignoradas, pois não há nada para realizar 
a precisão.  
Os passos de 1 a 6 foram repetidos 10 vezes com os dados sendo divididos em 
10 diferentes sets de training e test (cross validation). Os dados foram randomizados 
apenas uma vez, no início da análise. Uma vez que o MDR identificou a melhor 
combinação de fatores, o passo final foi determinar quais combinações de genótipos 
estavam em alto risco e quais estavam em baixo risco usando o conjunto de dados.  
O valor de p para o resultado foi determinado usando uma estratégia de teste de 
permutação. O teste de hipótese deste melhor modelo final foi feito usando MDR-
Permutation Testing Software (beta 0.4.5) que gera distribuição empírica nula de precisão 
de acurácia e compara o valor do melhor modelo final com esta distribuição. Nós avaliamos 
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 No passo 1, os dados são dividos em set de treinos (9/10 dos dados) e set um set de teste independente  
(1/10 dos dados). No passo 2, um conjunto de fatores genéticos ou ambientais são selecionados dentre todos 
os dados. No passo 3, os n fatores e suas possíveis células de multifatores são apresentadas em um espaço n-
dimensional. No passo 4, cada célula de multifatores é classificada como de alto-risco, quando a razão casos / 
controle ultrapassa o limiar (T= 1,0) e como de baixo-risco, quando a razão casos / controle não é maior que o 
limiar (T < 1,0). Nos passos 5 e 6, o modelo com o menor cálculo para erro é selecionado e o erro de precisão 
do modelo é estimado usando os dados independentes de teste. Os passos de 1 a 6 são repetidos para cada 
teste de intervalo de cross-validation possível. Células cinza-escuras: combinação de genótipos de alto risco; 
Células cinza-claras: combinação de genótipos de baixo risco; Células em branco: combinações de genótipos 
nas quais nenhum dado foi observado. 
Fonte: Hahn et al., 2003.  
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3.4.2.1- Vantagens do método 
•  Não é montado tabelas de contingência, por isso não há dados estratificados em muitas 
células. Os genótipos são divididos em baixo risco e alto risco, sendo o primeiro quando 
existe mais casos do que controles e o segundo quando há mais controles do que caso.  
•  É um teste não paramétrico, evitando problemas associados com o uso de estatística 
paramétrica a um modelo de alta ordem de interações.  
•  O método assume um modelo genético não particular (é livre de modelo), o que 
significa que nenhum modelo de herança precisa ser especificado. Isso é importante 
para doenças como o DM2, cujo modo de herança é muito complexo e desconhecido.  
•  Resultados falso-positivos são minimizados. E isso é devido a cross validation usada 
para selecionar modelos ótimos. Cross validation divide os dados em 10 partes iguais, 
permitindo 9/10 dos dados de serem usados para desenvolver um modelo e o 
independente 1/10 dos dados de serem usados para avaliar a habilidade de precisão do 
modelo. Apenas quando o modelo final de precisão foi selecionado é que a hipótese 
nula de não associação é testada via teste de permutação. E é essa combinação de cross 
validation com teste de permutação que minimiza falsos-positivos devido aos exames 
múltiplos dos dados.  
 
3.4.2.2- Limitações do método  
•  A maior limitação do MDR é a natureza combinatorial do algoritmo. Conjuntos de 
dados genéticos com centenas e milhares de variáveis para cada indivíduo irá 
rapidamente sobrecarregar o MDR. 
•  O modelo de MDR pode ser difícil de compreender.  
•  O MDR tem que ser aplicado em estudos com número de casos e controles equilibrado.  
•  Novas estratégias precisam ser elaboradas para melhorar a estimação do erro de 
precisão.  

























Em anexo (anexos 1 e 2), estão alguns dados clínicos e antropométricos 
coletados dos pacientes com DM2 e controles, respectivamente. Nelas, pode-se observar 
que há diferenças consideráveis entre os dois grupos, especialmente no que diz respeito aos 
dados antropométricos. Já a tabela 2, tem a apresentação dos dados compilados dos dois 
grupos, na qual se observa que, para todas as variáveis, há diferenças estatisticamente 
significativas entre eles, o que enfatiza a seleção criteriosa dos controles deste presente 
trabalho.  
 
Tabela 2- Características dos Controles e Pacientes com DM2 
 Controle Diabético p valor 
 n= 200 n= 211  
Idade (anos) 54 (51-59.5) 59 (53-66) --- 
IMC  (kg/m2) 24.5 (22.5-26) 31.8 (28-36.8) 0.0001 
CC (cm) 88 (82-94) 110 (102-118.5) 0.0001 
CQ (cm) 99 (95-104.5) 109 (101.5-118) 0.0001 
R C/Q 0.88 (0.83-0,93) 0.99 (0.95-1.04) 0.0001 
PA S (mmHg) 120 (110-130) 140 (130-150) 0.0001 
PA D (mmHg) 80 (70-80) 90 (80-90) 0.0001 
Glicemia (mg/dl) 83.5 (69.5-98) 133 (104-172) 0.0001 
Teste estatístico utilizado: Mann-Whitney. Dados expressos em Mediana e Intervalo Interquartílico (Q1-Q3). 
Abreviações: IMC: índice de massa corpórea, CC: circunferência cintura, CQ: circunferência quadril, R C/Q: 
relação cintura /quadril, PA S: pressão arterial sistólica, PA D: pressão arterial diastólica. 
 
As freqüências genotípicas para os polimorfismos Asp299Gly, Thr399Ile do 
gene TLR4 e para o polimorfismo de deleção (D) / inserção (I) AAAT  do gene NOS2, 
considerando ambos os grupos, estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg, mostrando que a 
população em estudo não está sujeita à pressão de seleção e que o fluxo de migração é 
desprezível. Além disso, também pode-se dizer que não há diferenças étnicas consideráveis 
entre os grupos que possam interferir de qualquer maneira nos testes de associação. Como o 
polimorfismo (CCTTT)n no gene NOS2 é classificado como um copy number variation, 
não há sentido em calcular equilíbrio de Hardy-Weinberg. 
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4.1- Polimorfismos no gene NOS2 
Primeiramente, o polimorfismo de deleção (D) / inserção (I) AAAT teve suas 
freqüências alélicas e genotípicas analisadas em ambos os grupos. Os resultados mostraram 
que o alelo mutado (I) está presente em 25,1% dos pacientes com DM2 estudados, o que 
representa a maior freqüência já descrita até o momento. O alelo I parece ter aumentado o 
risco para DM2 (OR= 1,55, 95% CI 0,97–2,48), porém a diferença não atingiu significância 
estatística (p= 0,06) (Tabela 3). Porém, quando a distribuição genotípica foi considerada, a 
presença do alelo I resultou em um aumento de risco para a doença (OR= 1,7, 95% CI 1,02-
2,86), além dos valores terem atingido significância estatística (p= 0,039) (Tabela 3). É 
interessante notar que, na distribuição alélica a relevância estatística foi quase alcançada, e 
ela provavelmente seria contemplada se o número de participantes fosse aumentado.  
 
Tabela 3- Distribuição de genótipos e freqüência alélica do polimorfismo de deleção (D) / 
inserção (I) AAAT no promotor do gene iNOS entre os grupos controle e DM2 
 Grupo DM2 Grupo Controle p valor 
 (n=211) (n=200)  
Genótipos    
D/D 158 (74.88%) 167 (83.5%) 0.039 
D/I + I/I 53 (25.12%) 33 (16.5%)  
Alelos    
D 366 (86.73%) 364 (91%) 0.06 
I 56 (13.27%) 36 (9%)  
Teste estatístico usado: exato de Fischer.  
 
Ainda com relação ao polimorfismo de deleção (D) / inserção (I) AAAT, foi 
observado apenas para os pacientes com DM2, se havia alguma associação entre a presença 
de genótipos contendo o alelo I com dados bioquímicos (perfil lipídico), pressão arterial, 
dados antropométricos, história familiar de diabetes e complicações ou comorbidades do 
DM2. Nesta análise, um dado interessante foi observado no que diz respeito a este 
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polimorfismo e a hereditariedade do DM2. Grande parte dos homens diabéticos que 
apresentaram genótipos com o alelo I, também tinham pais com DM2, sendo esta relação 
estatisticamente significativa (p= 0,044, OR= 3,52, 95% C.I.=1,02-15,7) (Tabela 4).  Outro 
resultado interessante foi com relação à variável circunferência da cintura nestes pacientes. 
A análise de regressão logística univariada mostrou que os pacientes com os genótipos I/I e 
D/I estão fortemente relacionados com a circunferência da cintura, quando comparado com 
os pacientes D/D (p= 0,036) (Tabela 5), o que indica uma intrigante associação deste 
polimorfismo com a obesidade abdominal. Para todas as outras características clínicas 
analisadas, bem como complicações e comorbidades da doença, a presença do alelo I não 
resultou em diferenças significativas entre os pacientes com DM2 (Tabelas 5 e 6).   
 
Tabela 4- Distribuição da inserção do polimorfismo de deleção (D) / inserção (I) AAAT 
em homens diabéticos com presença ou ausência de história familiar de DM2 
(HF DM2) 
 Com Inserção (I) Sem Inserção (I) p valor 
Com HF DM2* 19 (82,6%) 40(57,1%) 0.044 
Sem HF DM2* 4 (17,4%) 30 (42.9%)  











Tabela 5- Análise das características clínicas do grupo DM2 por Regressão Logística 
Univariada para o polimorfismo de deleção (D) / inserção (I) AAAT 
(referência: D/D x D/I, I/I) 
Variáveis n p valor OR 95% C.I. 
IMC (kg/m2) 211 0.45 1.65 0.45-6.00 
CC (cm) 211 0.036 1.024 1.00-1.04 
R C/Q 211 0.85 1.48 0.03-78.6 
PAS (mmHg) 211 0.9 0.99 0.98-1.01 
PAD (mmHg) 211 0.45 1 0.99-1.03 
CT (mg/dl) 144 0.87 1 0.99-1.00 
LDL-C (mg/dl) 130 0.56 1 0.99-1.01 
HDL-C (mg/dl) 133 0.51 1 0.98-1.03 
TG (mg/dl) 143 0.16 0.99 0.99-1.00 
Abreviações: IMC: índice de massa corpórea, CC: circunferência cintura, R C/Q: relação cintura /quadril, PA 
S: pressão arterial sistólica, PA D: pressão arterial diastólica, CT: colesterol total, LDL-C: colesterol LDL, 
HDL-C: colesterol HDL, TG: triacilgliceróis.  
 
Tabela 6- Análise das complicações /comorbidades do grupo DM2 por Regressão 
Logística Univariada para o polimorfismo de deleção (D) / inserção (I) AAAT 
(referência: D/D x D/I, I/I) 
Variáveis n p valor OR 95% C.I. 
HF DM 211 0.27 1.45 0.74-2.84 
HAS 211 0.78 1.16 0.39-3.43 
Nefropatia 211 0.58 1.2 0.63-2.30 
Retinopatia 211 0.7 1.15 0.56-2.36 
Dislipidemia 211 0.9 1.04 0.51-2.14 
Doença Cardiovascular 211 0.65 1.15 0.62-2.16 






As freqüências de alelos e genótipos do polimorfismo (CCTTT)n foram 
examinadas nos pacientes com DM2 e controles. As distribuições dos alelos com as 
repetições variando entre (CCTTT)8 e (CCTTT)16 para ambos os grupos estão na figura 3. 
Tais distribuições entre os diversos alelos possíveis, não mostraram diferenças 
estatisticamente significativas entre os grupos (dados não mostram). Mas 
interessantemente, quando nós estratificamos os alelos deste polimorfismo em repetições 
curtas (8-11) e longas (12-16), diferenças consideráveis entre pacientes com DM2 e 
controles foram observadas (p= 0,047) (Tabela 7). Nesta análise, notou-se que o genótipo 
longo/longo (L/L) está associado a uma chance aumentada de desenvolver DM2 (OR = 
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Figura 4- Distribuição em percentual das repetições 8 a 16 do polimorfismo (CCTTT)n nos 








Tabela 7- Distribuição de genótipos e freqüência alélica do polimorfismo (CCTTT)n no 
promotor do gene iNOS entre os grupos controle e DM2 
 Grupo DM2 Grupo Controle p valor 
 (n=211) (n=200)  
Genótipos    
L/L 129 (61.14%) 102 (51%) 0.047 
L/C + C/C 82 (38.86%) 98 (49%)  
Allelos    
L 321 (76.07%) 292 (73%) 0.337 
C 101 (23.93%) 108 (27%)  
Teste estatístico usado: exato de Fischer. *C – curto (8-11 repetições), **L – longo (12-16 repetições) 
 
Os genótipos estratificados em repetições curtas e longas do polimorfismo 
(CCTTT)n no grupo DM2 também foram avaliados para dados bioquímicos (perfil 
lipídico), pressão arterial, dados antropométricos, história familiar de diabetes e 
complicações ou comorbidades do diabetes. Os genótipos que contêm as repetições longas 
(C/L, L/L) estão relacionados com os níveis plasmáticos de colesterol total (p= 0,04) pela 
análise de regressão logística univariada (Tabela 8). Interessantemente, apesar dos 
resultados estatísticos não serem significativos para colesterol LDL e triglicerídeos, 
observa-se uma possível tendência de associação (p= 0,09), que poderia ser confirmada se o 
número de participantes fosse aumentado. Estes resultados sugerem uma possível relação 
deste polimorfismo com o perfil lipídico, principalmente com os níveis sanguíneos de 
colesterol total. Outro dado interessante encontrado foi no que diz respeito às complicações 
do diabetes. A presença de alelos com repetições longas está fortemente relacionada com 
nefropatia diabética (p= 0,006), diagnosticada nos participantes por microalbuminúria 
(Tabela 9). Para todas as outras características clínicas analisadas, bem como complicações 
e comorbidades da doença, a presença das repetições longas não resultaram em diferenças 





Tabela 8- Análise das características clínicas do grupo DM2 por Regressão Logística 
Univariada para o polimorfismo (CCTTT)n (referência: C/C x C/L, L/L) 
Variáveis n p valor OR 95% C.I. 
IMC (kg/m2) 211 0.96 1.02 0.38-2.72 
CC (cm) 211 0.36 0.99 0.97-1.01 
R C/Q 211 0.43 0.25 0.01-8.15 
PAS (mmHg) 211 0.14 1.01 0.99-1.02 
PAD (mmHg) 211 0.16 1.01 0.99-1.03 
CT (mg/dl) 144 0.04 1 1.00-1.01 
LDL-C (mg/dl) 130 0.09 1 1.00-1.01 
HDL-C (mg/dl) 133 0.95 1 0.97-1.02 
TG (mg/dl) 143 0.09 1 1.00-1.01 
Abreviações: IMC: índice de massa corpórea, CC: circunferência cintura, R C/Q: relação cintura /quadril, PA 
S: pressão arterial sistólica, PA D: pressão arterial diastólica, CT: colesterol total, LDL-C: colesterol LDL, 
HDL-C: colesterol HDL, TG: triacilgliceróis. 
 
Tabela 9- Análise das complicações/comorbidades do grupo DM2 por Regressão Logística 
Univariada para o polimorfismo (CCTTT)n (referência: C/C x C/L, L/L) 
Variáveis n p valor OR 95% C.I. 
HF DM 211 0.89 1.04 0.59-1.82 
HAS 211 0.6 1.28 0.50-3.31 
Nefropatia 211 0.006 3.03 1.61-5.71 
Retinopatia 211 0.2 1.51 0.8-2.8 
Dislipidemia 211 0.85 1.06 0.57-1.97 
Doença Cardiovascular 211 0.71 1.1 0.64-1.92 







4.2- Polimorfismos no gene TLR4 
As freqüências dos polimorfismos Asp299Gly e Thr399Ile do TLR4 também 
foram avaliadas. Para ambas as mutações, os alelos de menor frequência estavam 
significativamente mais presentes nos controles, mostrando um papel protetor para os alelos 
que codificam os aminoácidos 299Gly e 399Ile, respectivamente (p= 0,023 para 
Asp299Gly e p= 0,03 para Thr399Ile) (Tabelas 10 e 11). A análise estatística para os 
genótipos, também mostrou resultados semelhantes (p= 0,044 para Asp299Gly e p= 0,029 
para Thr399Ile) (Tabelas 10 e 11), com o risco de DM2 diminuído em torno de 55% (OR= 
0,45, 95% CI 0,19–0,99) em indivíduos com a variante 299Gly e 75% (OR=0,25, 95% CI 
0,07–0,9) em indivíduos com a variante 399Ile. Tais achados mostraram que os indivíduos 
carreadores de 299Gly e 399Ile podem ter menor chance de desenvolver DM2.  
 
Tabela 10- Distribuição de genótipos e freqüência alélica do polimorfismo Asp299Gly no 
gene TLR4 entre os grupos controle e DM2 
 Grupo DM2 Grupo Controle p valor 
 (n=211) (n=200)  
Genótipos    
Asp/Asp 200 (94.78%) 178 (89%) 0.051 
Asp/Gly 11 (5.22%) 20 (10%)  
Gly/Gly 0 (0%) 2 (1%)  
Genótipos Compactado    
Asp/Asp 200 (94.78%) 178 (89%) 0.044 
Asp/Gly + Gly/Gly 11 (5.22%) 22 (11%)  
Alelos    
Asp 411 (97.4%) 376 (94%) 0.023 
Gly 11 (2.6%) 24 (6%)  





Tabela 11- Distribuição de genótipos e freqüência alélica do polimorfismo Thr399Ile no 
gene TLR4 entre os grupos controle e DM2 
  Grupo DM2  Grupo Controle  p valor 
  (n=211) (n=200)    
Genótipos       
Thr/Thr 208 (98.58%) 189 (94.5%) 0.034 
Thr/Ile 3 (1.42%) 10 (5%)   
Ile/Ile 0 (0%) 1 (0.5%)   
Genótipos Compactados       
Thr/Thr 208 (98.58%) 189 (94.5%) 0.029 
Thr/Ile + Ile/Ile 3 (1.42%) 11 (5.5%)   
Alelos        
Thr  419 (99.29%) 388 (97%) 0.03 
Ile 3 (0.71%) 11 (3%)   
Teste estatístico usado: exato de Fischer 
 
Como já descrito em outros estudos, o polimorfismo Asp299Gly foi mais 
freqüente na população estudada em comparação com o polimorfismo Thr399Ile (8% 
versus 3,44%, respectivamente), e quase todos os indivíduos que exibiram a variante 399Ile 
também apresentaram a variante 299Gly: de 14 indivíduos com a mutação 399Ile, apenas 2 
não eram co-segregados com 299Gly (1 participante de cada grupo). Em função de tais 
observações, a análise de desequilíbrio de ligação entre Asp299Gly e Thr399Ile foi 
realizada no software Haploview e foi encontrado alto grau de desequilíbrio de ligação 
entre os SNPs (D’= 0,86; 95% CI =0,65-0,94). 
Para testar se a combinação 299Gly/399Ile estava associada com a proteção 
para DM2 nós avaliamos a distribuição de haplótipos (Tabela 12). As freqüências 
calculadas para os 4 haplótipos foram substancialmente deferente entre os grupos (p= 
0,025), resultado que foi enfatizado pela associação dos haplótipos mutados (Gly Ile + Asp 
Ile + Gly Thr) em comparação com o haplótipo selvagem (Asp Thr) (p= 0,027) (Tabela 12). 
Neste modelo, os haplótipos contendo os alelos de menor frequência mostraram uma 
proteção aumentada para o desenvolvimento de DM2 (OR= 0.44, 95% CI 0.22–0.89).  
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Tabela 12- Distribuição dos haplótipos dos polimorfismos Asp299Gly e Thr399Ile no gene 
TLR4 nos grupos controle e DM2 
  Grupo DM2  Grupo Controle p valor 
  (n=211) (n=200)   
Haplótipos        
Asp Thr 410 (97.15%) 375 (93.75%) 0.025 
Gly Ile 2 (0.47%) 11 (2.75%)   
Asp Ile 1 (0.25%) 1 (0.25%)   
Gly Thr 9 (2.15%) 13 (3.25%)   
Haplótipos Compactados       
AspThr 410 (97.15%) 375 (93.75%) 0.027 
GlyIle+AspIle+GlyThr 12 (2.85%) 25 (6.25%)   
Teste estatístico usado: exato de Fischer 
 
As análises estatísticas para os polimorfismos Asp299Gly e Thr399Ile para 
dados bioquímicos (perfil lipídico), pressão arterial, dados antropométricos, história 
familiar de diabetes e complicações ou comorbidades do diabetes no grupo DM2 não foram 
realizadas em função da baixa freqüência das alterações nucleotídicas nesta população, 
aliada ao número total de participantes (n do estudo).  
 
4.3- Polimorfismos vs. fatores de risco da Síndrome de Resistência à Insulina  
Para verificar se os polimorfismos analisados apresentavam associação com 
fatores de risco da Síndrome de Resistência à Insulina, os grupos DM2 e Controle foram 
unidos e toda a população amostral do estudo (n= 411) foi redividida em quartis para a 
determinação de quatro intervalos, os quais foram avaliados para os seguintes fatores de 
risco: índice de massa corpórea, circunferência da cintura, pressão arterial sistólica e 
pressão arterial diastólica (Tabela 13). Os polimorfismos analisados foram: deleção (D) / 
inserção (I) AAAT, (CCTTT)n (estratificado em formas curtas e longas), ambos no gene 
NOS2, e Asp299Gly no gene TLR4. Não foi possível analisar o polimorfismo Thr399Ile em 
função do baixo número de genótipos com a presença da forma variante. 
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Tabela 13- Quartis (Q1, Q2, Q3) de variáveis relacionadas com a Síndrome de RI em toda 
a população amostral (n= 411) 
Variável Q1 Q2 Q3 
IMC (kg/m2) 24,08 27,44 32 
CC (cm) 87 98 110 
PA S (mmHg) 120 130 140 
PA D (mmHg) 80 80 90 
Abreviações: IMC: índice de massa corpórea, CC: circunferência da cintura, PA S: pressão arterial sistólica, 
PA D: pressão arterial diastólica 
 
Dentre a análise de associação dos três polimorfismos com as variáveis 
envolvidas com a Síndrome de Resistência à Insulina, apenas o polimorfismo de deleção 
(D) / inserção (I) AAAT mostrou resultados interessantes. A tabela 14 mostra que os 
indivíduos classificados no intervalo 4 (I4) para índice de massa corpórea e circunferência 
da cintura possuem com uma freqüência significativamente maior os genótipos que contêm 
o alelo I (D/I, I/I). Estes resultados são reforçados pela análise de regressão logística, que 
mostra que a relação dos maiores intervalos para circunferência da cintura e índice de 
massa corpórea (I4) com os menores intervalos das mesmas variáveis (I1) está associada 
com os genótipos que apresentam a inserção (D/I, I/I), quando comparado com o genótipo 
selvagem (D/D) (Tabela 15).  Além disso, os valores de odd ratio (OR) indicam que a 
presença do alelo I proporciona risco aumentado para valores altos de índice de massa 
corpórea e circunferência da cintura (OR = 1,9 para IMC e OR= 2,0 para CC). É importante 
lembrar que quando foi realizada a análise estatística para variáveis clínicas apenas entre os 
indivíduos com DM2, os valores mais elevados de circunferência da cintura também se 
associaram com os genótipos que contêm a inserção (D/I, I/I) (Tabela 5), o que reafirma o 
importante papel deste polimorfismo na obesidade abdominal, que é um dos mais 





Tabela 14- Tabelas de dupla entrada entre polimorfismo de deleção / inserção (D/I) AAAT 
vs (IMC, CC), classificadas em quatro intervalos definidos pelos quartis (Q1, 
Q2 e Q3) 
Genótipo I1 I2 I3 I4 p valor 
IMC      
D/I, I/I 20 (23,53%) 17 (20%) 16 (18,82%) 32 (37,65%) 0,019 
D/D 83 (25,46%) 87 (26,69%) 86 (26,38%) 70 (21,47%)  
CC      
D/I, I/I 20 (23,53%) 20 (23,53%) 13 (15,29%) 32 (37,65%) 0,0047 
D/D 86 (26,38%) 84 (25,77%) 90 (27,61%) 66 (20,25%)  
Teste estatístico utilizado: qui-quadrado. Abreviações: IMC: índice de massa corpórea, CC: circunferência da 
cintura, I1, I2, I3, I4: intervalos 1, 2, 3, 4 
 
Tabela 15- Regressão logística univariada para a variável polimorfismo de deleção / 
inserção AAAT (D/D x D/I, I/I) 
Variáveis p valor OR 95% C.I. 
IMC (n= 411)    
I2 vs I1 0.5646 0.811 0.397; 1.654 
I3 vs I1 0.4834 0.772 0.375; 1.591 
4 vs I1 0.0509 1.897 0.997; 3.608 
CC (n= 411)    
I2 vs I1 0.9466 1.024 0.514; 2.039 
I3 vs I1 0.2183 0.621 0.291; 1.326 
I4 vs I1 0.0254 2.085 1.095; 3.971 
Abreviações: IMC: índice de massa corpórea, CC: circunferência da cintura, I1, I2, I3, I4: intervalos 1, 2, 3, 4 
 
4.4- Análise de interação gene-gene pelo método MDR 
Com o intuito de avaliar se interações entre os polimorfismos estudados 
estavam associados com o DM2, os dados foram avaliados pelo método MDR. A tabela 16 
sumariza, para cada número de locus avaliados (2, 3, ou 4 polimorfismos), a média dos 
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valores de training balance accuracy, testing balance accuracy, a consistência de cross-
validation e os valores de p obtidos a partir do teste de permutação. A análise MDR foi 
realizada a partir do conjunto de sujeitos com ou sem diabetes. Esta tabela apresenta os 
melhores resultados obtidos das análises combinatórias para 2, 3 ou 4 polimorfismos. Os 
melhores resultados são aqueles que apresentam valores de training balance accuracy 
muito próximos dos valores de testing balance accuracy, bem como aqueles que possuem a 
maior consistência de cross-validation, que em todos os casos foi 10/10 (ou seja, 
consistência máxima de 100%). É interessante notar ainda na tabela 16 que as interações 
entre os polimorfismos resultaram em valores de p consideravelmente mais robustos 
quando comparados com os valores de p para os testes tradicionais, com os polimorfismos 
analisados de maneira isolada.  
 
Tabela 16- Análise de MDR para os polimorfismos 
Modelo Training balance Testing balance CVC p valor* 
 accuracy accuracy   
PM1, PM2 0,5969 0,5914 10/10 0,0017 
PM1, PM2, PM3 0,6088 0,5954 10/10 0,0009 
PM1, PM2, PM4 0,6013 0,5908 10/10 0,0007 
PM1, PM2, PM3, PM4 0,6088 0,5856 10/10 0,0048 
CVC = cross-validation consistency; * = p valor obtido de 10.000 testes de permutação. Abreviações: PM1: 
polimorfismo de deleção (D) / inserção (I) AAAT de NOS2; PM2: polimorfismo (CCTTT)n de NOS2 
estratificado em formas curtas e longas (C e L); PM3: polimorfismo Asp299Gly de TLR4; PM4: polimorfismo 
Thr399Ile de TLR4.    
 
Dentre os resultados evidenciados na tabela 16, dois modelos de três locus 
(polimorfismos) se destacam: o primeiro é o que ressalta a interação entre os polimorfismos 
de deleção (D) / inserção (I) AAAT, formas curtas e longas de (CCTTT)n, ambos no gene 
NOS2, e o SNP Asp299Gly no gene TLR4 (figura 5); e o segundo é o que mostra a 
interação entre de ambos os polimorfismos avaliados no gene NOS2, e o SNP Thr399Ile no 
gene TLR4 (figura 6).  
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A figura 5 mostra que a combinação dos genótipos D/I do polimorfismo de 
deleção (D) / inserção (I) AAAT no gene NOS2, C/L (formas curtas / formas longas) do 
polimorfismo (CCTTT)n no gene NOS2 e Asp/Asp do polimorfismo Asp299Gly no gene 
TLR4 apresenta alto risco para o desenvolvimento do DM2. A célula que reúne esses três 
genótipos possui uma razão entre casos e controles muito maior do que o valor estipulado 
para o limiar (threshold, T=1,0). Nesta célula, há 16 indivíduos com DM2 com este 
genótipo exposto acima e apenas 5 controles com o mesmo genótipo, resultando em uma 
razão igual a 3,2, valor que classifica esta célula como de alto risco, evidenciando a 
interação destes três genótipos com a susceptibilidade da doença.  
Ainda na figura 5, a combinação dos genótipos D/D do polimorfismo de 
deleção (D) / inserção (I) AAAT no gene NOS2, C/L (formas curtas / formas longas) do 
polimorfismo (CCTTT)n no gene NOS2 e Asp/Gly do polimorfismo Asp299Gly no gene 
TLR4 apresenta baixo risco para o desenvolvimento do DM2. A célula que reúne esses três 
genótipos possui uma razão entre casos e controles muito menor do que o valor estipulado 
para o limiar (threshold, T=1,0). Nesta célula, há 1 indivíduo com DM2 com este genótipo 
exposto acima e 14 controles com o mesmo genótipo, resultando em uma razão igual a 
0,07, valor que classifica esta célula como de baixo risco, evidenciando a interação destes 











 Este resumo de distribuição mostra os genótipos de alto risco (células cinza-escura) e de baixo risco (células 
cinza-claro) associados com Diabetes tipo 2 em uma interação de 3 locus detectada por análise MDR. O 
percentual de sujeitos diabéticos (barra preta da esquerda nas células) e de controles (barra preta da direita nas 
células) é mostrado para cada combinação de genótipos de três locus. As células foram marcadas como alto 
risco quando a razão do percentual de casos / controles foi igual ou excedeu o limiar de 1,0 (T = 1,0). As 
células foram marcadas como baixo risco quando a razão de casos / controles não excedeu o limiar. Baseado 
no padrão de genótipos de alto risco e baixo risco, este modelo de três locus é a evidência de interações gene-
gene. As células em branco representam a combinação de genótipos na qual nenhum dado foi observado. 
Figura 5- Distribuição de genótipos de alto risco e de baixo risco em um modelo de três 
locus (D/I AAAT, formas curtas – C – e longas – L – de (CCTTT)n e 
Asp299Gly) 
 
A figura 6 mostra que a combinação dos genótipos D/I do polimorfismo de 
deleção (D) / inserção (I) AAAT no gene NOS2, C/L (forma curta / forma longa) do 
polimorfismo (CCTTT)n no gene NOS2 e Thr/Thr do polimorfismo Thr299Ile no gene 
TLR4 apresenta alto risco para o desenvolvimento do DM2. A célula que reúne esses três 
genótipos possui uma razão entre casos e controles muito maior do que o valor estipulado 
para o limiar (threshold, T=1,0). Nesta célula, há 18 indivíduos com DM2 com este 
genótipo exposto acima e apenas 6 controles com o mesmo genótipo, resultando em uma 
razão igual a 3, valor que classifica esta célula como de alto risco, evidenciando a interação 
destes três genótipos com a susceptibilidade da doença. 
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Ainda na figura 6, a combinação dos genótipos D/D do polimorfismo de 
deleção (D) / inserção (I) AAAT no gene NOS2, C/L (formas curtas / formas longas) do 
polimorfismo (CCTTT)n no gene NOS2 e Thr/Ile do polimorfismo Thr399Ile no gene 
TLR4 apresenta baixo risco para o desenvolvimento do DM2. A célula que reúne esses três 
genótipos possui uma razão entre casos e controles muito menor do que o valor estipulado 
para o limiar (threshold, T=1,0), evidenciando a interação destes três genótipos com a 
proteção à doença. Nesta célula, não há indivíduos com DM2 com este genótipo, porém há 
8 controles com o genótipo exposto, resultando em uma razão igual a zero, valor que 
classifica esta célula como de baixo risco, evidenciando a interação destes três genótipos 
com a proteção à doença. 
 
Este resumo de distribuição mostra os genótipos de alto risco (células cinza-escura) e de baixo risco (células 
cinza-claro) associados com Diabetes tipo 2 em uma interação de 3 locus detectada por análise MDR. O 
percentual de sujeitos diabéticos (barra preta da esquerda nas células) e de controles (barra preta da direita nas 
células) é mostrado para cada combinação de genótipos de três locus. As células foram marcadas como alto 
risco quando a razão do percentual de casos / controles foi igual ou excedeu o limiar de 1,0 (T = 1,0). As 
células foram marcadas como baixo risco quando a razão de casos / controles não excedeu o limiar. Baseado 
no padrão de genótipos de alto risco e baixo risco, este modelo de três locus é a evidência de interações gene-
gene. As células em branco representam a combinação de genótipos na qual nenhum dado foi observado. 
Figura 6- Distribuição de genótipos de alto risco e de baixo risco em um modelo de três 



























O presente trabalho demonstrou que alguns polimorfismos presentes nos genes 
NOS2 e TLR4 estão associados (positiva ou negativamente) com DM2. Os microssatélites 
na região promotora de NOS2 estão relacionados com risco aumentado de DM2, enquanto 
que os SNPs na região codificadora do TLR4 conferem proteção ao desenvolvimento da 
doença. Outro dado interessante observado foi com relação à interação dos quatro 
polimorfismos estudados para o desenvolvimento do DM2. Parece que as formas mutadas 
dos polimorfismos de NOS2 e as formas comuns dos polimorfismos de TLR4 têm um efeito 
sinérgico no aumento de risco da doença.  
Além disso, foi possível observar que para toda a população amostral separada 
em intervalos interquartílicos, os genótipos de menor freqüência do polimorfismo de 
deleção (D) / inserção (I) AAAT no gene NOS2 se associam com os maiores intervalos para 
índice de massa corpórea e circunferência da cintura. E considerando apenas o grupo DM2, 
os polimorfismos presentes na região promotora do NOS2 estão relacionados com 
características clinicas e complicações da doença, como a variável já conhecida 
circunferência da cintura e história familiar de DM, no caso do polimorfismo de deleção 
(D) / inserção (I) AAAT, e colesterol total e nefropatia para o copy number variation 
(CCTTT)n.  
Nossos resultados mostraram que o alelo I do polimorfismo de deleção (D) / 
inserção (I) AAAT na região promotora do NOS2 foi mais prevalente no grupo DM2. 
Similarmente, outros estudos evidenciaram que o alelo I estava relacionado com outras 
doenças crônicas de caráter inflamatório, bem como com complicações do diabetes (Morris 
et al., 2001; Morris et al., 2002; Liao et al., 2006). Morris et al. (2001) mostraram que o 
alelo I estava associado com maiores níveis plasmáticos de glicose, elevação na relação 
cintura / quadril e maior freqüência de angina instável nos pacientes do sexo masculino 
com doença arterial coronariana. Em concordância com estes resultados, este presente 
trabalho evidenciou que considerando tanto toda a população amostral como apenas os 
pacientes com DM2 o alelo I também está relacionado com valores maiores para 
circunferência da cintura. Relação cintura / quadril e circunferência da cintura são 
importantes marcadores clínicos de resistência à insulina, visto que o grau de obesidade 
abdominal está diretamente relacionado com a gravidade da resistência à insulina (Nilsson 
Discussão 
87
et al., 2008; Rueda-Clausen et al., 2008; Brotons et al., 2008). Ambos os resultados podem 
refletir certos efeitos fisiopatológicos nos carreadores do alelo I. De fato, acreditamos que 
este polimorfismo no gene NOS2 pode ter implicações na resistência à insulina. 
Construções de reporter genes feitas com alelos contendo a inserção (I) ou a deleção (D) do 
microssatélite AAAT e posteriormente transfectadas em diversas linhagens celulares 
apresentaram diferenças significativas na atividade promotora do gene com o alelo I em 
comparação ao alelo D, sendo o primeiro responsável por um aumento significativo na 
transcrição da iNOS (Morris et al., 2002). A iNOS está expressa em tecidos insulino-
sensíveis, e a produção de NO mediada pela iNOS está envolvida no desenvolvimento de 
resistência à insulina e intolerância à glicose, por ser responsável pela S-nitrosação de 
proteínas da via de sinalização da insulina, atenuando a função destas proteínas e 
consequentemente a resposta intracelular à insulina (Perreault e Marete, 2001; Carvalho-
Filho et al., 2005; Fugimoto et al., 2005). Sendo assim, o alelo I por aumentar a expressão 
gênica da iNOS em testes funcionais pode ter grande influência no desenvolvimento de 
resistência à insulina mediada por S-nitrosação de proteínas, o que justifica sua relação com 
sinais clínicos de resistência à insulina, como obesidade abdominal. Outro dado muito 
interessante encontrado neste trabalho foi com relação à associação do alelo I com a 
história familiar de diabetes em homens diabéticos, o que destaca a relevância deste 
polimorfismo nos mecanismos fisiopatológicos da doença, além de associar este 
polimorfismo com a hereditariedade do DM2, resultado que evidencia o NOS2 como um 
importante gene candidato da doença ao menos nos indivíduos do sexo masculino. As 
diferenças encontradas entre gênero em características clínicas associadas à natureza da 
resistência à insulina e do DM2 também foram descritas em outros estudos (Melander et al., 
2000; Morris et al., 2001). É interessante notar que nestes trabalhos os autores relatam que 
o sexo masculino apresenta importante relação com características do DM2 ou da 
resistência à insulina.  
Ainda com relação aos polimorfismos no promotor do NOS2, nossos resultados 
evidenciaram que os genótipo homozigoto para as formas longas do polimorfismo 
(CCTTT)n (L/L) foram mais freqüentes no grupo DM2. Em outros estudos, as repetições 
longas também foram associadas com doenças crônicas (Motalebipour et al., 2005; Martin 
et al., 2008; Sawa et al., 2008) e com doenças infecciosas de curso fatal, como malária 
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grave (Ohashi et al.,2002; Cramer et al., 2004). Tais resultados tornam-se interessantes 
quando são avaliados concomitantemente com ensaios funcionais, que mostram a atividade 
promotora de NOS2 sob diferentes construções com repetições distintas de (CCTTT)n. De 
fato, uma repetição longa de (CCTTT)n – (CCTTT)14 – exibiu ligação específica por 
proteínas nucleares, destacando que formas longas deste polimorfismo poderiam agir como 
um enhancer. Um espaço maior promovido por uma repetição em tandem pode criar 
flexibilidade na cadeia de DNA, facilitando as interações que flanqueiam a repetição, o que 
levaria a um aumento na atividade do promotor do NOS2 (Motalebipour et al., 2005), e 
conseqüente aumento na susceptibilidade do DM2 via mecanismos moleculares de 
resistência à insulina provocados pela maior expressão gênica da iNOS (Carvalho-Filho et 
al., 2005). Similarmente, outro estudo revelou que níveis de mRNA da iNOS foram 
significativamente maiores nos indivíduos carreadores das formas longas de (CCTTT)n (> 
11 repetições), quando comparados com indivíduos contendo as formas curtas (Kaise et al., 
2007). Nosso trabalho também reforça que as formas longas do polimorfismo (CCTTT)n 
podem estar envolvidas com alterações fisiológicas do DM2, visto que entre o grupo DM2, 
essas repetições mostram-se relacionadas com colesterol total, além de uma leve tendência 
de associação para colesterol LDL e triacilgliceróis. A dislipidemia, característica do DM2, 
é uma resposta de fase-aguda estabelecida em doenças agudas e crônicas (Spiegel et al., 
1982); ou seja, ela também apresenta caráter inflamatório, e representa para os pacientes 
diabéticos, não só um importante fator de risco para doença cardiovascular, mas também 
um importante indício de seu status inflamatório, principalmente quando analisada com 
marcadores inflamatórios, como IL-6, PCR, IL-1β (Fernandez-Real e Pickup, 2007). É 
interessante ressaltar essa associação entre dislipidemia e inflamação, pois uma importante 
droga para tratamento de dislipidemias, as estatinas, além de terem efeito estabelecido no 
metabolismo do colesterol (inibidores de HMG-CoA redutase), mais recentemente, têm 
sido evidenciadas como fármacos anti-inflamatórios, podendo agir organicamente no 
equilíbrio do perfil lipídico através do próprio metabolismo do colesterol, mas 
principalmente por seus efeitos anti-inflamatórios (Kagami et al., 2008; Sathyapalan et al., 
2008; Lewandowski et al., 2008). Sendo assim, este polimorfismo pode ser um importante 




Outra questão bastante discutida em relação ao polimorfismo (CCTTT)n é no 
que diz respeito às complicações microvasculares do diabetes, com resultados bastante 
controversos. Alguns autores mostram que as repetições longas – especialmente 
(CCTTT)14 – prorrogam ou previnem as complicações microvasculares, como nefropatia e 
retinopatia (Warpeha et al., 1999), enquanto outros evidenciam que estas repetições estão 
envolvidas com maior risco para nefropatia (Liao et al., 2006). Este trabalho mostrou que a 
presença de formas longas do polimorfismo está significativamente relacionada à 
nefropatia. O NO proveniente da iNOS está envolvido com a patogênese da hiperfiltração e 
permeabilidade aumentada a macromoléculas (Craven et al., 1997). Além disso, a lesão 
glomerular se correlaciona positivamente com a iNOS, visto que sua superexpressão leva à 
apoptose e dano tecidual (Furusu et al., 1998; Kim et al., 1999). Pelo envolvimento da 
iNOS no desenvolvimento de nefropatias e por saber que formas longas do polimorfismo 
(CCTTT)n aumentam sua expressão gênica (Motalebipour et al., 2005; Kaise et al., 2007), 
é possível que os resultados encontrados neste trabalho sejam pertinentes, apesar de mais 
estudos serem necessários para esclarecimento de tais dados controversos. Uma observação 
complementar a esta analise é que os estudos que relacionaram proteção a complicações 
microvasculares do diabetes com as formas longas de (CCTTT)n foram realizados em 
pacientes com diabetes tipo 1 (DM1) (Warpeha et al., 1999) ou com populações mistas 
(DM1 + DM2). Nossa população amostral foi constituída apenas de pacientes com DM2. 
Sabemos que as doenças apresentam mecanismos fisiopatológicos distintos, partindo de 
genes candidatos e modulação de expressão gênica consideravelmente diferentes, o que 
pode justificar parcialmente a heterogeneidade dos resultados.  
Em nosso estudo, os alelos de menor frequência dos polimorfismos Asp299Gly 
e Thr399Ile foram associadas com proteção ao DM2 e resultados similares foram 
encontrados em alguns estudos que buscaram relacionar estes polimorfismos com doenças 
crônicas. Kolek et al. (2004) mostraram que a variante 299Gly não somente danifica a 
resposta inflamatória e está associada com níveis reduzidos de PCR (Proteína C Reativa), 
mas também está relacionada com menor prevalência de doença arterial coronariana 
angiográfica e diabetes. Patrignani et al., 2006 mostraram que dezessete sujeitos com as 
variantes 299Gly e 399Ile apresentaram espessamento de íntima nas artérias carótidas 
comuns significativamente menor do que indivíduos carreadores das variantes selvagens, 
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além dos níveis de biossíntese de tromboxanos terem sido reduzidos em 65% no grupo com 
os alelos de menor frequência em relação aos selvagens. Apesar destes resultados 
interessantes e favoráveis aos nossos dados, outros estudos não encontraram qualquer 
associação ou fator protetor das variantes dos polimorfismos com doenças crônicas e 
inflamatórias (Reindl et al., 2003; Koch et al., 2006). Entretanto, em pesquisas que 
buscaram relacionar tais polimorfismos com doenças infecciosas, os resultados foram mais 
uniformemente observados. Muitos estudos relacionaram os alelos de menor frequência de 
ambos os polimorfismos (especialmente a variante 299Gly) com risco aumentado de 
choque séptico (Lorenz et al., 2002a), infecções gram-negativas (Agnese et al., 2002), 
malária grave (Mockenhaupt et al., 2006), infecção respiratória por RSV (Tulic et al., 2007) 
e nascimento prematuro associado à infecção (Lorenz et al., 2002b). Este papel não protetor 
das variantes 299Gly e 399Ile para doenças infecciosas pode ser esclarecido pela 
hiporresponsividade do TLR4 aos seus ligantes, principalmente LPS e RSV, causada por 
estas alterações de aminoácidos (Arbour et al., 2000; Tulic et al., 2007). Há algum tempo, 
foi descrito que a substituição do aminoácido conservado Asp pela Gly na posição 299 
causaria teoricamente a desorganização da estrutura α-hélice da proteína, resultando em 
uma forma tridimensional folha-β-pregueada, tornando-a menos funcional (Gibrat et al., 
1987). Além disso, linhagens de células epiteliais de vias aéreas transfectadas com 299Gly 
e 399Ile causaram uma menor expressão de TLR4 na superfície da membrana plasmática 
no momento do estímulo, quando comparado com as formas não variantes (299Asp e 
399Thr), além das primeiras terem sido responsáveis por uma atividade reduzida de NF-kB 
(Tulic et al., 2007). Também foi demonstrado que quando TLR4 está ativado, há a indução 
da expressão de diversas citocinas pró-inflamatórias (via ativação de NF-kB), muitas das 
quais estão envolvidas na fisiopatologia do DM2 (Akira et al., 2001; Kim et al., 2007). 
Neste sentido, as evidências mostram que a atenuação da via de transdução inflamatória 
causada pelas variantes 299Gly e 399Ile poderia aumentar o risco de infecção bacteriana 
aguda, porém diminuir o risco para doenças crônicas de caráter inflamatório, como DM2.  
Sendo assim, nossos resultados mostraram associações entre os polimorfismos 
estudados com o DM2 (quando analisados isoladamente) e existem dados consistentes na 
literatura, especialmente no âmbito funcional, que justificam tais associações (Carvalho-
Filho et al., 2005; Tsukumo et al., 2007). Entretanto, essa análise estatística tradicional não 
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é capaz de verificar se existe um efeito sinérgico relevante entre os polimorfismos na 
susceptibilidade da doença. Sabemos que o DM2 é uma doença poligênica e que por isso 
torna-se muito interessante a investigação sobre interações gene-gene, especialmente nos 2 
genes estudados, NOS2 e TLR4, que codificam proteínas envolvidas em uma mesma via de 
sinalização e que já apresentam papéis bem descritos na gênese da RI. E de fato, a análise 
de interação gene-gene pelo método MDR revelou resultados muito interessantes, 
especialmente por ser um método ideal para avaliar interações de polimorfismos em 
estudos com tamanho amostral relativamente modesto.  
Quando foi avaliado dois locus, a melhor combinação foi entre os 
polimorfismos do gene NOS2 (deleção (D) / inserção (I) AAAT e formas curtas e longas de 
(CCTTT)n). Por ambos os polimorfismos estarem localizados na região promotora e por 
estarem relacionados com alterações na expressão gênica, a análise por MDR evidenciou 
um importante efeito sinérgico entre os polimorfismos na susceptibilidade da doença. Tal 
resultado é muito intrigante, pois se isoladamente, testes funcionais mostraram que ambos 
aumentam a transcrição do NOS2 (Morris et al., 2002; Motalebipour et al., 2005), talvez 
conjuntamente estes polimorfismos possam agir de maneira até mesmo aditiva no risco para 
o DM2. 
Quando foi avaliado três locus, duas boas combinações surgiram: os dois 
polimorfismos do NOS2 (deleção (D) / inserção (I) AAAT e formas curtas e longas de 
(CCTTT)n) e o polimorfismo Asp299Gly do TLR4; ou os dois polimorfismos do NOS2  e o 
polimorfismo Thr399Ile do TLR4. A adição de qualquer um dos dois polimorfismos do 
TLR4 à dupla de polimorfismos no gene NOS2 aumentou muito a força do teste, avaliado 
pelo valor de p, que demonstrou considerável significância estatística.  
Na realidade, o que o programa identificou foi que os genótipos D/I do 
polimorfismo de deleção (D) / inserção (I) AAAT, C/L do polimorfismo (CCTTT)n 
estratificado em formas curtas e longas, e Asp/Asp do SNP Asp299Gly, ou Thr/Thr do SNP 
Thr399Ile apresentam um grande efeito sinérgico para o risco do DM2. Esse resultado faz 
muito sentido, especialmente quando ele é aplicado à via de sinalização de 
TLR4/IKKβ/NF-kB/iNOS, simulando uma situação na qual estes três genótipos estão 
presentes de maneira simultânea.  
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A figura 7 ilustra essa situação com detalhes. Teoricamente, se o indivíduo 
apresenta os três genótipos caracterizados pelo programa como de alto risco para o DM2, 
os ligantes do TLR4 envolvidos com a gênese da RI (LPS, AGS, ácidos graxos livres) vão 
se associar normalmente com o receptor, visto que esta combinação de genótipos conta com 
as formas selvagens dos polimorfismos do TLR4 (Asp/Asp de Asp299Gly e Thr/Thr de 
Thr399Ile) e, portanto não há alteração de estrutura da proteína, que funciona com grande 
eficiência (Arbour et al., 2000; Tuilic et al., 2007). Sendo assim, a função do TLR4 é 
preservada, ativando subseqüentemente MyD88 e IKKβ. O IKKβ promove a fosforilação e 
degradação da proteína IκB, que fica acoplada ao NF-κB, permitindo a translocação deste 
fator de transcrição para o núcleo. O gene NOS2 apresenta elementos responsivos ao NF-
κB em sua região promotora, sendo o NF-κB um grande fator de transcrição para NOS2 
(Akira et al., 2001; Guo et al., 2003). Ao ativar sua transcrição, este indivíduo hipotético 
tem em sua região promotora a presença do alelo I do polimorfismo de deleção / inserção 
AAAT e do alelo contendo as formas longas (alelo L) do polimorfismo (CCTTT)n, que 
aumentam a transcrição do NOS2 (Morris et al., 2002; Motalebipour et al., 2005), além de 
apresentarem efeito sinérgico no controle da expressão gênica da iNOS (visto pela própria 
analise de MDR de 2 locus).  Desta maneira, o resultado da interação desses três genótipos 
é uma ativação normal de TLR4, proporcional à quantidade de ligantes, aliado à uma 





 Abreviações: AGL: ácidos graxos livres, IKK β: IκB quinase β, IkB: Inibidor kappa B, iNOS: óxido nítrico 
sintase induzível, LPS: lipopolissacáride, MyD88: Myeloid differentiation primary response gene 88, NF-KB: 
fator nuclear kappa B, TLR4: Toll-like receptor 4. Asp/Asp e Thr/Thr: formas não mutadas dos 
polimorfismos Asp299Gly e Thr399Ile no gene TLR4; (CCTTT)L: formas longas do polimorfismo 
(CCTTT)n no gene NOS2; Alelo I AAAT: forma mutada do polimorfismo de deleção / inserção AAAT.  
Figura 7- Hipótese da via de sinalização TLR4/Ikkβ/NF-kB/iNOS considerando os 
genótipos dos quatro polimorfismos caracterizados pelo método MDR como de 
alto risco para DM2 
 
Entretanto, quando outro indivíduo hipotético apresenta qualquer um dos 
genótipos heterozigotos dos polimorfismos no TLR4 (Asp/Gly do Asp299Gly ou Thr/Ile do 
Thr399Ile), aliado ao genótipo homozigoto para a deleção (D/D) do polimorfismo de 
deleção (D) / inserção (I) AAAT de NOS2, há uma proteção ao DM2. E de fato, 
hipoteticamente, quando isso ocorre, TLR4 tem alterações em sua estrutura tridimensional, 
levando a uma hiporresponsividade do receptor aos seus ligantes (Arbour et al., 2000; Tulic 
et al., 2007), e a região promotora do NOS2 tem sua transcrição não estimulada por 
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alterações nucleotídicas. Portanto, não há superativação da via e desenvolvimento de RI 
(figura 8). 
Como Asp299Gly e Thr399Ile estão em desequilíbrio de ligação, a união dos 
quatro polimorfismos para a análises por MDR também mostrou resultados estatisticamente 
significativos.  
 
Abreviações: AGL: ácidos graxos livres, IKK β: IκB quinase β, IkB: Inibidor kappa B, iNOS: óxido nítrico 
sintase induzível, LPS: lipopolissacáride, MyD88: Myeloid differentiation primary response gene 88, NF-KB: 
fator nuclear kappa B, RI: resistência à insulina; TLR4: Toll-like receptor 4. Asp/Gly e Thr/Ile: formas 
mutadas dos polimorfismos Asp299Gly e Thr399Ile no gene TLR4; (CCTTT)C/L: genótipo heterozigoto para 
formas curtas e longas do polimorfismo (CCTTT)n no gene NOS2; Alelo D AAAT: forma não mutada do 
polimorfismo de deleção / inserção AAAT. 
Figura 8- Hipótese da via de sinalização TLR4/Ikkβ/NF-kB/iNOS considerando os 
genótipos dos quatro polimorfismos caracterizados pelo método MDR como de 





Assim, pode-se dizer que estes polimorfismos apresentam grande interação 
entre si, e tais interações gene-gene contribuem com grande intensidade para o risco do 
DM2, que é uma doença poligênica, multifatorial e complexa em sua etiologia. Apesar dos 
estudos do tipo genome-wide association, desenvolvidos especialmente nos últimos três 
anos, terem sido bem-sucedidos na investigação de milhares de SNPs em grandes 
populações com DM2 (Sladek et al., 2007; Scott et al., 2007; Saxena et al., 2007), 
polimorfismos em genes envolvidos com a fisiopatologia da doença devem ser analisados 
individualmente em detalhes, bem como a análise de algumas de suas interações, que pode 
evidenciar importantes resultados para o melhor entendimento de interações gene-gene. 
Além das interações gene-gene, é importante lembrar que interações gene-ambiente 
também são de grande valia dentro do contexto etiológico da doença. A interação do DNA 
com fatores ambientais é que realmente determina a susceptibilidade de doenças como o 
DM2. Por isso, é difícil afirmar que indivíduos com este perfil de genótipos aqui mostrados 
irão desenvolver DM2. Estudos maiores, em outras populações e considerando questões de 
estilo de vida precisam ser desenvolvidos para que se possa afirmar com maior exatidão 
sobre o envolvimento destes polimorfismos com a doença. 
A persistência de variações genéticas na população humana pode ser um 
indicativo de vantagem seletiva em resposta a pressões ambientais distintas. No caso do 
gene NOS2, há polimorfismos diferentes dos que foram apresentados neste trabalho que 
estão associados com proteção por malária e tuberculose (Kun et al., 1998; Gómez et al., 
2007). A primeira doença foi e ainda é uma infecção muito comum na África; e a segunda 
foi uma doença de abrangência pandêmica durante o passado histórico das populações 
caucasianas pertencentes de nações industrializadas. Neste contexto, acredita-se que 
mecanismos de pressão de seleção podem também ter desempenhado um importante papel 
na retenção das variantes presentes no promotor do NOS2 que estudamos, ou até mesmo de 
polimorfismos que estão em desequilíbrio de ligação com eles. Deste modo, especula-se 
que o possível papel protetor desses polimorfismos durante o passado pode agora estar 
associado com a prevalência aumentada de doenças crônicas.   
Apesar do possível efeito protetor dos polimorfismos no gene TLR4 para 
doenças crônicas, parece que estes também fazem parte de pressões ambientais, 
especialmente nas populações africana e caucasiana. Ferweda et al. (2007) acreditam que 
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estes polimorfismos surgiram na África mais de 60.000 anos atrás e migraram para a 
Europa através da rota do meio leste. Nestas populações, os polimorfismos do TLR4 
desenvolvem maior susceptibilidade a doenças infecciosas (como descrito por muitos 
autores), mas ao mesmo tempo estão relacionados com maior proteção à morte por excesso 
de mediadores inflamatórios resultantes de tais doenças. Em um estudo interessante sobre 
malária, pacientes com variantes no TLR4 apresentaram maior incidência de malária grave, 
entretanto, estes mesmos indivíduos tiveram uma menor fatalidade, o que pode ser 
resultado de menores concentrações de mediadores inflamatórios que contribuem para a 
morte. Neste mesmo estudo, a co-segregação de ambos os polimorfismos (Asp299Gly e 
Thr399Ile) resultou no risco mais alto de desenvolver malaria severa, mostrando que estas 
alterações de aminoácidos podem agir de maneira aditiva (Mockenhaupt et al., 2006). 
Nosso presente trabalho mostrou que estes SNPs estão em desequilíbrio de ligação e que os 
haplótipos contendo ambas as mutações foram significativamente mais freqüentes no grupo 
controle, resultado que pode destacar o efeito potencializador da presença simultânea destes 
polimorfismos na proteção do DM2. 
Em conclusão, variações genéticas no promotor do gene NOS2 e na seqüência 
codificadora do TLR4 pode levar a efeitos deletérios ou protetores que são oriundos de 
funções alteradas do sistema imune inato em pacientes com DM2. Além disso, este estudo 
mostrou que a interação entre os quatro polimorfismos estudados está significativamente 
associada com o risco de DM2. Apesar de alguns estudos terem relacionado estes 
polimorfismos com complicações do diabetes ou manifestações metabólicas em pacientes 
com doença arterial coronariana, esta é a primeira vez que estas alterações nucleotídicas 
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Tabela com alguns dados clínicos dos pacientes com DM2 
               Sexo Idade Peso Alt IMC Classif CC CQ R C/Q Classif PA S PA D 
DM1 F 56 85.7 1.63 32.30 OB I 109 110 0.99 A 130 90 
DM2 F 61 83.1 1.5 36.93 OB II 114 118 0.96 A 150 90 
DM3 M 59 90.3 1.67 32.37 OB I 108.5 105.5 1.03 A 140 90 
DM4 M 78 115 1.57 46.65 OB III 117 130 0.90 B 140 70 
DM5 F 63 69 1.68 24.45 EUT 86 97 0.88 M 120 80 
DM6 F 61 75.7 1.55 31.50 OB I 100 110 0.90 A 170 110 
DM7 M 59 68.3 1.6 26.67 SOBP 94 93 1.01 A 140 90 
DM8 F 51 95 1.52 41.11 OB III 108 125 0.86 M 160 100 
DM9 M 61 84.6 1.74 27.95 SOBP 109 109 1.00 A 110 70 
DM10 F 45 73 1.52 31.60 OB I 106 105 1.01 A 180 120 
DM11 F 52 50 1.52 21.64 EUT 89 88 1.01 A 130 80 
DM12 M 62 81 1.72 27.37 SOBP 102 100 1.02 A 115 70 
DM13 F 63 72 1.59 28.47 SOBP 92 101 0.91 A 130 80 
DM14 M 66 56.5 1.72 19.09 BAIXOP 84 93 0.90 B 120 70 
DM15 M 50 58 1.6 22.65 EUT 86 88 0.98 M 110 70 
DM16 M 61 93.4 1.68 33.12 OB I 119 109 1.09 A 130 80 
DM17 F 54 68 1.57 27.60 SOBP 92 103 0.89 M 140 80 
DM18 F 68 86 1.65 31.60 OB I 115 103 1.12 A 130 80 
DM19 M 58 55 1.6 21.48 EUT 86 98 0.87 B 135 80 
DM20 F 65 66 1.61 25.50 SOBP 104 109 0.95 A 140 80 
DM21 F 68 73 1.53 31.20 OB I 106 99 1.07 A 140 70 
DM22 M 74 96 1.77 30.65 OB I 113 108 1.05 A 140 80 
DM23 F 57 94 1.62 35.80 OB II 109 115 0.95 A 130 80 
DM24 F 53 99.4 1.54 41.91 OB III 120 127 0.95 A 120 80 
DM25 M 65 96 1.75 31.34 OB I 120 105 1.14 A 130 80 
DM26 F 37 80.5 1.64 29.90 SOBP 101 102 0.99 A 140 110 
DM27 F 74 51 1.53 21.80 EUT 80 96 0.83 B 140 80 
DM28 M 66 114 1.85 33.30 OB I 112 125 0.97 M 160 90 
DM29 F 63 92 1.54 38.80 OB II 116 133 0.87 M 150 70 
DM30 F 61 87 1.61 33.56 OB I 102 117 0.87 M 145 100 
DM31 F 56 116 1.58 46.46 OB III 135 136 0.99 A 160 100 
DM32 F 49 84.7 1.57 34.40 OB II 105 114 0.92 A 150 100 
DM33 F 64 95 1.59 37.60 OB II 125 112.5 1.02 A 150 100 
DM34 F 55 153 1.5 68.00 OB III 155 170 0.91 A 150 100 
DM35 F 53 82 1.57 33.26 OB II 113 110 1.02 A 160 110 
DM36 M 74 88 1.66 31.93 OB I 110 106 1.03 A 120 60 
DM37 M 54 92 1.66 33.40 OB I 117 113 1.03 A 120 80 
DM38 F 68 96 1.5 42.66 OB III 112 137 0.81 B 130 70 
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DM39 F 25 113 1.56 46.43 OB III 126 126 1.00 A 130 90 
DM40 F 58 50 1.61 19.30 BAIXOP 85 90 0.95 A 120 80 
DM41 M 62 77 1.83 23.00 EUT 94 100 0.94 B 140 80 
DM42 M 69 67 1.66 24.31 EUT 91.5 97 0.94 B 140 80 
DM43 M 37 98 1.6 38.28 OB II 114 101.5 1.12 A 130 90 
DM44 M 65 72 1.69 25.20 SOBP 108 97 1.11 A 160 80 
DM45 F 67 72 1.56 29.60 SOBP 103 106 0.97 A 140 80 
DM46 F 51 130 1.58 52.00 OB III 140 138 1.01 A 180 120 
DM47 M 45 103 1.61 39.73 OB II 117 112 1.04 A 160 90 
DM48 M 70 102 1.7 35.30 OB II 117 107 1.09 A 140 80 
DM49 F 62 55 1.54 23.20 EUT 86 89 0.96 A 130 80 
DM50 F 55 79 1.62 30.10 OB I 110 102 1.07 A 130 85 
DM51 M 72 79 1.75 25.80 SOBP 105 101 1.03 A 130 90 
DM52 F 68 76 1.6 29.70 SOBP 115 104 1.10 A 170 90 
DM53 F 68 82 1.56 33.70 OB I 104 108 0.96 A 160 100 
DM54 F 58 78 1.62 29.72 SOBP 112 101 1.10 A 160 90 
DM55 F 54 69 1.56 28.35 SOBP 103.5 106 0.98 A 150 100 
DM56 F 55 84.3 1.65 31.00 OB I 106 113 0.94 A 160 100 
DM57 M 49 131 1.8 40.40 OB III 136 137 1.00 A 150 100 
DM58 M 61 75 1.65 27.55 SOBP 98 104 0.94 B 150 90 
DM59 M 52 106 1.68 37.55 OB II 129 118 1.10 A 120 80 
DM60 F 57 74 1.58 29.65 SOBP 101 102 0.99 A 140 80 
DM61 F 54 76 1.58 30.44 OBI 102 104 0.98 A 140 100 
DM62 M 62 92 1.73 30.74 OBI 105 101 1.04 A 140 80 
DM63 F 50 81 1.7 28.02 SOBP 100 92 1.08 A 180 90 
DM64 F 64 87.3 1.52 37.78 OB II 120 124 0.96 A 150 80 
DM65 F 53 46.8 1.5 20.80 EUT 79 84 0.94 A 100 80 
DM66 F 50 85.3 1.55 35.50 OB II 106 109 0.97 A 160 120 
DM67 M 56 66 1.69 23.10 EUT 100 103 0.97 M 130 70 
DM68 F 56 87 1.46 40.80 OB III 127 120 1.06 A 150 100 
DM69 M 53 152 1.75 49.63 OB III 147 158 0.93 B 110 70 
DM70 F 70 97.7 1.58 39.10 OB II 130 119 1.09 A 140 80 
DM71 M 63 98 1.65 36.00 OBII 122 120 1.01 A 130 80 
DM72 F 73 75 1.66 27.21 SOBP 117 112 1.04 A 140 90 
DM73 M 50 102 1.76 32.90 OB I 116 113.5 1.02 A 150 110 
DM74 M 68 91.5 1.64 34.00 OB II 117 118 0.99 M 180 90 
DM75 F 55 94 1.47 43.50 OB III 123 134 0.92 A 140 90 
DM76 F 65 57 1.52 24.67 EUT 93 97 0.95 A 140 70 
DM77 F 60 59 1.52 25.53 SOBP 90 107 0.84 B 110 70 
DM78 F 47 110 1.6 43.00 OB III 135 142 0.95 A 150 90 
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DM79 M 79 96 1.68 34.00 OB I 113 109 1.03 A 130 90 
DM80 M 68 87 1.67 31.20 OB I 111 115 0.96 M 160 100 
DM81 F 50 78.7 1.57 31.92 OB I 104 104 1.00 A 130 70 
DM82 F 53 82 1.43 40.00 OB III 112 113 0.99 A 160 100 
DM83 F 56 98 1.64 36.43 OB II 120 114.5 1.04 A 110 70 
DM84 M 61 98 1.67 35.13 OB II 116 110 1.05 A 150 75 
DM85 F 59 73 1.48 33.32 OB I 106 113 0.93 A 160 80 
DM86 M 63 114 1.8 35.20 OB II 124 120 0.97 M 130 80 
DM87 F 69 68 1.54 28.67 SOBP 103 97 1.06 A 110 80 
DM88 F 59 73.5 1.52 31.80 OB I 106 103.5 1.02 A 180 110 
DM89 F 54 135 1.63 50.81 OB III 160 149 1.07 A 180 105 
DM90 M 68 84 1.59 33.22 OB I 112 104 1.07 A 140 90 
DM91 M 59 79 1.64 29.40 SOBP 107 107.5 1.00 A 180 80 
DM92 F 52 110 1,665 39.67 OB II 128 128 1.00 A 140 90 
DM93 M 47 88 1.74 29.06 SOBP 113 114 0.99 M 140 90 
DM94 F 65 73 1.63 27.47 SOBP 100 110 0.90 A 120 80 
DM95 F 45 104 1.61 40.12 OB III 125 131 0.95 A 140 90 
DM96 M 56 93 1.75 30.36 OB I 110 117 0.94 B 130 80 
DM97 F 77 94.9 1.51 41.62 OB III 132 128 1.03 A 170 110 
DM98 F 49 77 1.58 30.84 OB I 103 112 0.91 A 120 80 
DM99 F 69 115 1.57 46.65 OB III 135 141 0.95 A 140 90 
DM100 F 77 88 1.54 37.10 OB II 125 111 1.12 A 110 70 
DM101 M 53 99.5 1.89 27.85 SOBP 102 94 1.08 A 130 75 
DM102 M 71 93.5 1.78 29.50 SOBP 115 115 1.00 A 140 100 
DM103 F 59 98 1.5 43.55 OB III 119 123 0.96 A 132 70 
DM104 F 53 84 1.53 35.88 OB II 114 121 0.94 A 130 90 
DM105 F 61 116.4 1.62 44.35 OB III 131 131 1.00 A 135 90 
DM106 F 55 92 1.65 33.80 0B I 107 114 0.94 A 160 90 
DM107 M 71 82 1.68 29.05 SOBP 119 115 1.03 A 170 90 
DM108 F 56 96.7 1.62 36.85 OB II 126 129 0.97 A 130 70 
DM109 M 60 95.1 1.72 32.14 OB I 115 116 0.99 M 110 60 
DM110 M 60 90 1.61 34.72 OB I 108 109 0.99 M 160 90 
DM111 F 47 105 1.69 36.76 OB II 121 114 1.06 A 140 90 
DM112 M 48 67 1.55 27.88 SOBP 95 100 0.95 B 100 80 
DM113 M 71 80 1.63 30.11 OB I 108 103 1.05 A 170 80 
DM114 F 40 98 1.64 36.43 OB II 135 133 1.01 A 150 100 
DM115 M 52 70 1.72 23.66 EUT 99 94 1.05 A 130 70 
DM116 F 53 130 1.63 49.00 OB III 138 140 0.98 A 190 120 
DM117 M 53 85 1.65 31.20 OB I 111 111 1.00 A 130 80 
DM118 M 64 77 1.63 28.98 SOBP 107 101 1.05 A 140 90 
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DM119 M 59 115 1.7 39.79 OB II 118 118 1.00 A 140 90 
DM120 F 45 66 1.5 29.30 SOBP 112 103 1.08 A 130 80 
DM121 F 67 76.8 1.6 30.00 OB I 103 96 1.07 A 160 90 
DM122 F 51 107 1.65 39.30 OB II 126 103 1.22 A 130 80 
DM123 M 64 85 1.67 30.47 OB I 104 109 0.95 B 140 90 
DM124 M 55 76 1.65 27.91 SOBP 99 100 0.99 M 140 80 
DM125 M 51 98 1,605 38.04 OB II 124 116 1.06 A 150 100 
DM126 F 46 75 1.55 31.21 OB I 106 109 0.97 A 140 90 
DM127 M 64 84 1.73 28.06 SOBP 98 103 0.95 B 150 90 
DM128 M 83 81.5 1.6 31.80 OB I 101 103 0.98 M 130 80 
DM129 M 56 61.8 1.63 23.26 EUT 90 96 0.93 B 150 80 
DM130 M 69 103.1 1.7 35.67 OB II 125 112 1.11 A 150 90 
DM131 M 52 84.5 1.6 33.00 OB I 104 108 0.96 M 130 80 
DM132 F 48 115 1.68 40.75 OB III 113 130 0.86 B 130 70 
DM133 M 68 86.1 1.7 29.80 SOBP 108 106 1.01 A 180 100 
DM134 M 57 71 1.65 26.07 SOBP 98 92 1.06 A 140 90 
DM135 M 77 76.7 1.55 31.92 OB I 110 108 1.01 A 145 95 
DM136 M 57 80 1.62 30.50 OB I 93 98 0.95 B 150 90 
DM137 M 49 122 1.78 38.50 OB II 135 124.5 1.08 A 160 110 
DM138 F 53 99 1.62 37.72 OB II 120 130 0.90 A 130 90 
DM139 M 62 84 1.68 29.76 SOBP 114 115 0.99 M 120 70 
DM140 F 56 72 1.53 30.75 OB I 99 105.5 0.94 A 120 80 
DM141 M 43 90.4 1.8 27.90 SOBP 109 111 0.98 M 135 90 
DM142 M 53 92 1.65 33.79 OB I 115 118 0.97 M 140 90 
DM143 M 70 86.5 1.59 34.21 OB I 110 104 1.05 A 130 90 
DM144 F 56 141 1.53 60.23 OB III 130 148 0.88 M 240 160 
DM145 M 66 82 1.75 27.00 SOBP 104 104 1.00 A 160 90 
DM146 F 67 67 1.55 27.88 SOBP 96 101 0.95 A 180 90 
DM147 F 56 126 1.66 45.72 OB III 124 136 0.91 A 130 80 
DM148 M 59 82 1.8 25.30 SOBP 98 106 0.92 B 130 80 
DM149 M 64 82.3 1.63 30.97 OBI 108 107 1.01 A 140 80 
DM150 M 61 94 1.79 29.30 SOBP 107 115 0.93 B 140 80 
DM151 M 67 72 1.66 26.12 SOBP 104 99 1.05 A 130 80 
DM152 F 51 112 1.55 46.60 OB III 130 130 1.00 A 150 90 
DM153 F 56 75 1.48 34.24 OB I 106 100 1.06 A 150 70 
DM154 M 69 81 1.75 26.44 SOBP 96 99 0.96 M 140 80 
DM155 F 50 118 1.65 43.34 OB III 130 152 0.85 B 150 100 
DM156 M 51 94 1.78 29.66 SOBP 101 104 0.97 M 120 90 
DM157 M 71 95 1.73 31.74 OB I 122 113 1.07 A 160 120 
DM158 M 63 76.3 1.76 24.63 EUT 118 118 1.00 A 120 80 
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DM159 M 55 89 1.7 30.79 OB I 103 106 0.97 M 130 80 
DM160 M 72 62 1.57 25.15 SOBP 97 93 1.04 A 150 90 
DM161 F 63 60 1.46 28.14 SOBP 90 96 0.93 A 130 90 
DM162 F 51 135 1.5 60.00 OB III 120 155 0.77 B 160 90 
DM163 M 60 111 1.77 35.40 OB II 123 121 1.01 A 150 100 
DM164 M 55 102 1.68 36.13 OB II 116 114 1.01 A 170 100 
DM165 M 66 73 1.65 26.81 SOBP 98 103 0.95 B 130 80 
DM166 M 77 81.5 1.65 29.93 OB I 102 105 0.97 M 120 80 
DM167 M 59 90 1.67 32.27 OB I 111 111 1.00 A 130 90 
DM168 M 57 88 1.62 33.53 OB I 113 109 1.03 A 170 100 
DM169 F 60 81.8 1.32 46.95 OB III 124 123 1.01 A 160 130 
DM170 F 54 72 1.55 29.96 OB I 95.5 105 0.90 A 120 90 
DM171 F 66 97.5 1.47 45.12 OB III 130.5 127 1.02 A 180 100 
DM172 F 55 92 1.56 37.80 OB II 118.5 119 1.00 A 110 70 
DM173 M 71 80 1.65 29.38 SOBP 109 94 1.15 A 120 80 
DM174 F 58 112.5 1.56 46.22 OB III 131 130 1.01 A 140 90 
DM175 F 53 76 1.65 27.91 SOBP 100 103 0.97 A 150 80 
DM176 M 67 88 1.72 29.74 SOBP 109 100 1.09 A 110 80 
DM177 F 54 78 1.6 30.46 OB I 106.5 97 1.09 A 130 80 
DM178 F 64 93 1.68 32.95 OB I 122 112.5 1.08 A 120 80 
DM179 F 59 93.5 1.65 34.34 OB I 104 113 0.92 A 160 100 
DM180 F 64 81 1.53 34.60 OB I 109 105 1.04 A 160 90 
DM181 M 69 80 1.58 32.04 OB I 109 93 1.17 A 140 80 
DM182 F 52 79 1.56 32.46 OB I 102 165 0.61 B 120 80 
DM183 M 58 70 1.65 25.71 SOBP 100 92 1.08 A 140 90 
DM184 M 63 87 1.68 30.82 OB I 110 107 1.02 A 130 60 
DM185 F 53 89 1.5 39.55 OB II 113 120 0.94 A 160 90 
DM186 F 69 88 1.6 34.37 OB I 120 103 1.16 A 150 80 
DM187 M 79 78.2 1.67 28.03 SOBP 112 89 1.25 A 170 80 
DM188 M 57 87.4 1.65 32.10 OB I 115 93 1.23 A 160 90 
DM189 F 73 90 1.49 40.54 OB III 128 116 1.10 A 140 80 
DM190 M 53 58 1.63 21.82 EUT 83 93 0.89 B 140 80 
DM191 M 57 89 1.68 31.53 OB I 110.5 103 1.07 A 140 70 
DM192 M 64 99 1.71 33.85 OB I 121 110 1.10 A 130 90 
DM193 F 70 64 1.72 21.63 EUT 93 96 0.96 M 140 80 
DM194 M 75 98 1.75 32.00 OB I 110 105 1.05 A 180 90 
DM195 M 66 82 1.65 30.12 OB I 111 114 0.97 M 140 100 
DM196 M 70 83 1.6 32.42 OB I 105 106 0.99 M 120 80 
DM197 M 56 82 1.7 28.37 SOBP 105 107 0.98 M 120 80 





DM199 F 57 92 1.52 39.82 OB II 106.5 123 0.87 M 180 100 
DM200 M 51 76.5 1.68 27.10 SOBP 100 101 0.99 M 110 70 
DM201 F 39 98.8 1.58 39.58 OB II 110 122 0.90 A 150 90 
DM202 F 55 69 1.65 25.34 SOBP 102 97 1.05 A 136 85 
DM203 F 48 79 1.6 30.86 OB I 107 115.5 0.93 A 180 110 
DM204 F 60 82 1.5 36.44 OB II 117 119.5 0.98 A 180 100 
DM205 M 59 64.3 1.58 25.76 SOBP 97 94 1.03 A 150 110 
DM206 F 57 73.6 1.64 27.36 SOBP 96 92 1.04 A 120 80 
DM207 M 59 69.7 1.66 25.29 SOBP 94 100 0.94 B 210 110 
DM208 F 66 89.8 1.5 39.91 OB III 115 124 0.93 A 120 80 
DM209 M 63 85 1.75 27.76 SOBP 101 100 1.01 A 140 60 
DM210 F 53 90 1.57 36.51 OB II 112 108 1.04 A 130 80 
DM211 F 52 180 1.7 62.28 OB III 168 174 0.97 A 180 100 
 
 
Tabela com alguns dados clínicos dos controles 
Identificação Sexo Idade Peso Altura IMC Classif CC CQ R C/Q Classif PA S PA D 
CO1 M 56 62 1.66 22.5 EUT 87 91 0.95 B 120 70 
CO2 F 63 63 1.52 27.27 SOBP 95 106.5 0.89 M 120 90 
CO3 M 66 72.5 1.7 25.08 EUT 98 100 0.98 M 150 100 
CO4 M 68 67.5 1.63 25.4 SOBP 88 95 0.93 B 130 80 
CO5 M 74 57 1.66 20.7 EUT 89 97 0.92 B 140 90 
CO6 M 67 53 1.62 20.2 EUT 68 82 0.83 B 120 80 
CO7 F 58 76 1.7 26.3 SOBP 86 119 0.72 B 130 80 
CO8 M 65 71 1.69 24.86 EUT 96 101 0.95 B 130 80 
CO9 M 60 87.2 1.79 27.22 SOBP 100 109 0.92 B 126 78 
CO10 M 78 63.4 1.68 22.46 EUT 93 100 0.93 B 120 85 
CO11 M 60 78.8 1.85 23 EUT 97 101 0.96 M 135 80 
CO12 F 70 55 1.6 21.48 EUT 80 96 0.83 B 100 70 
CO13 F 72 48 1.5 21.33 EUT 72 98 0.73 B 110 70 
CO14 M 60 70 1.73 23.38 EUT 89 92 0.96 M 110 80 
CO15 M 59 82 1.73 27.4 SOBP 95 103 0.92 B 130 80 
CO16 M 57 61 1.7 21.11 EUT 86 100 0.86 B 150 100 
CO17 F 76 54.8 1.5 24.36 EUT 78 96 0.81 B 120 80 
CO18 F 74 61.4 1.46 28.8 SOBP 86 99 0.87 M 120 70 
CO19 M 77 74 1.7 25.6 SOBP 95 100 0.95 B 120 80 
CO20 F 56 62 1.7 21.45 EUT 78 97 0.8 B 120 80 
CO21 M 62 88.5 1.76 28.57 SOBP 102 110 0.93 B 140 90 
CO22 F 77 64.1 1.58 25.7 SOBP 86 103 0.83 B 140 80 
CO23 M 64 57 1.65 20.94 EUT 76 94 0.81 B 120 80 
CO24 F 77 49 1.47 22.68 EUT 80 92 0.87 M 100 60 
CO25 M 62 80 1.79 24.97 EUT 94 103 0.91 B 180 110 
CO26 M 56 83 1.71 28.38 SOBP 100 110 0.91 B 120 80 
CO27 F 62 42 1.6 16.41 BAIXOP 70 87 0.8 B 110 70 
CO28 F 54 56 1.53 23.92 EUT 85 95 0.89 M 150 80 
CO29 M 71 85.5 1.7 29.58 SOBP 106 109 0.97 M 130 80 
CO30 M 69 67 1.75 21.88 EUT 87 95 0.92 B 110 60 
CO31 M 62 68 1.68 24.09 EUT 78.5 97 0.81 B 120 70 
CO32 M 70 72 1.73 247.06 EUT 87 102 0.85 B 120 70 
CO33 M 72 58 1.6 22.66 EUT 90 90 1 M 120 80 
CO34 F 74 50 1.57 20.28 EUT 80 91 0.88 M 120 80 
CO35 M 45 84 1.8 25.93 SOBP 96 110 0.87 B 130 80 
CO36 F 59 70 1.7 24.22 EUT 86 102 0.84 B 100 80 
CO37 M 60 76 1.68 26.93 SOBP 89.5 101 0.89 B 130 80 
CO38 M 58 63 1.68 22.32 EUT 82 92 0.89 B 130 80 
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CO39 M 51 85 1.76 27.44 SOBP 99 107 0.93 B 110 70 
CO40 M 51 82 1.86 23.7 EUT 97 106 0.92 B 130 80 
CO41 F 50 73 1.6 28.52 SOBP 90 108 0.83 B 120 80 
CO42 M 54 60 1.75 19.59 BAIXOP 83.5 100 0.83 B 120 70 
CO43 M 50 75 1.7 25.95 SOBP 93 101 0.92 B 120 80 
CO44 M 49 73 1.76 23.57 EUT 90 96 0.94 B 130 90 
CO45 M 55 83 1.73 27.73 SOBP 100 105 0.95 B 140 100 
CO46 M 63 82 1.7 28.37 SOBP 105 108 0.97 M 120 80 
CO47 M 61 64 1.68 22.68 EUT 90 97 0.93 B 120 80 
CO48 F 48 73 1.64 27.14 SOBP 91 109 0.83 B 100 80 
CO49 M 61 70 1.75 22.86 EUT 85 100 0.85 B 145 85 
CO50 M 56 70 1.78 22.09 EUT 84 100 0.84 B 120 80 
CO51 F 50 50 1.62 19.05 BAIXOP 68 89 0.76 B 120 70 
CO52 M 51 88 1.7 30.45 OB I 100 112 0.89 B 120 70 
CO53 F 60 58 1.6 22.66 EUT 76 98 0.78 B 120 80 
CO54 M 72 85 1.76 27.44 SOBP 99 107 0.93 B 120 70 
CO55 M 56 67 1.79 20.91 EUT 81 92 0.88 B 130 80 
CO56 F 56 54.6 1.52 23.63 EUT 82 96 0.85 B 100 70 
CO57 F 48 54 1.61 20.83 EUT 80 92.5 0.86 M 110 60 
CO58 M 50 85 1.8 26.23 SOBP 95 107 0.89 B 110 90 
CO59 F 48 69 1.71 23.6 EUT 89 108 0.82 B 110 70 
CO60 F 54 74 1.66 26.85 SOBP 86.5 107 0.81 B 120 80 
CO61 M 53 62 1.68 21.97 EUT 80 92 0.87 B 130 80 
CO62 M 51 73.8 1.73 24.66 EUT 92 100 0.92 B 120 80 
CO63 F 52 61.5 1.6 24.02 EUT 78 95 0.82 B 110 80 
CO64 M 51 90 1.79 28.09 SOBP 104 114 0.91 B 110 60 
CO65 M 54 80 1.75 26.12 SOBP 93 103 0.9 B 140 90 
CO66 M 51 100 1.82 30.19 OB I 101 114 0.89 B 160 100 
CO67 F 62 53 1.57 21.5 EUT 65 96 0.68 B 130 90 
CO68 M 50 60 1.62 22.86 EUT 75 92 0.82 B 150 80 
CO69 M 50 86 1.69 30.11 OB I 103 108 0.95 B 110 60 
CO70 M 52 77 1.7 26.64 SOBP 89 95 0.94 B 120 80 
CO71 F 53 59 1.62 22.48 EUT 80 98 0.82 B 120 80 
CO72 M 52 92 1.8 28.4 SOBP 99 104.5 0.95 B 120 80 
CO73 M 50 73 1.6 28.52 SOBP 101 106 0.95 B 120 80 
CO74 F 59 64 1.66 23.23 EUT 87.5 99 0.88 M 140 90 
CO75 M 54 74 1.65 27.2 SOBP 85 98 0.86 B 130 80 
CO76 F 51 79 1.65 29 SOBP 98 115 0.85 B 110 80 
CO77 M 50 92 1.78 29.04 SOBP 106 107 0.99 M 130 80 
CO78 M 50 78 1.84 23 EUT 89 99 0.89 B 120 80 
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CO79 M 58 74 1.76 23.9 EUT 87.5 102 0.86 B 120 80 
CO80 F 57 63 1.6 24.6 EUT 89 102 0.87 M 130 80 
CO81 F 60 83 1.83 24.8 EUT 80 113.5 0.7 B 120 80 
CO82 M 50 92 1.97 23.7 EUT 102 104.5 0.97 M 120 80 
CO83 M 58 74 1.66 26.85 SOBP 98 101 0.97 M 180 100 
CO84 F 52 68 1.62 25.9 SOBP 85 105.5 0.8 B 120 80 
CO85 M 53 82 1.7 28.3 SOBP 98.5 106 0.92 B 120 80 
CO86 M 57 76 1.66 27.58 SOBP 94.5 96 0.98 M 140 80 
CO87 F 51 74 1.68 26.22 SOBP 92 106.5 0.86 M 100 70 
CO88 M 51 68 1.6 26.56 SOBP 83 92 0.9 B 120 80 
CO89 F 51 55 1.6 21.5 EUT 79 95.5 0.82 B 90 70 
CO90 F 50 70 1.68 24.8 EUT 88 115 0.76 B 110 50 
CO91 M 50 110 1.79 34.33 OB I 113 114 0.99 M 160 100 
CO92 F 52 55 1.52 23.81 EUT 79 91.5 0.86 M 120 80 
CO93 F 55 52 1.58 20.8 EUT 68 92.5 0.73 B 90 60 
CO94 M 51 68 1.7 23.5 EUT 83 87 0.95 B 120 70 
CO95 M 60 92 1.7 31.8 OB I 107 112 0.95 B 140 90 
CO96 F 65 50 1.56 20.5 EUT 70 91 0.77 B 100 60 
CO97 F 70 60 1.65 22 EUT 85 98 0.87 M 110 80 
CO98 M 51 63 1.8 19.5 BAIXOP 83 92 0.9 B 120 80 
CO99 M 51 72 1.6 28.1 SOBP 92.5 101 0.91 B 110 80 
CO100 F 49 68 1.84 20 EUT 81 97.5 0.83 B 130 70 
CO101 F 50 62 1.65 22.8 EUT 82 100 0.82 B 120 90 
CO102 M 52 67 1.7 23.2 EUT 81 84 0.96 M 160 90 
CO103 F 56 70 1.67 25 EUT 89 107 0.83 B 120 70 
CO104 M 51 73.5 1.8 22.7 EUT 89 101 0.88 B 130 70 
CO105 M 60 64 1.7 22.1 EUT 82 95 0.86 B 120 80 
CO106 M 50 70 1.67 25 EUT 90 100 0.9 B 110 80 
CO107 F 53 69 1.53 29.5 SOBP 89 110 0.8 B 140 90 
CO108 M 54 69 1.62 26.3 SOBP 90 92.5 0.97 M 130 90 
CO109 M 58 71.6 1.68 25.4 EUT 88 97 0.9 B 140 90 
CO110 F 53 60 1.54 25.3 EUT 80 96 0.83 B 120 80 
CO111 F 51 61 1.65 22.4 EUT 83 99 0.83 B 120 80 
CO112 M 64 69 1.65 25.3 EUT 98 102.5 0.95 B 120 70 
CO113 M 49 75 1.82 22.7 EUT 88.5 96 0.92 B 130 80 
CO114 F 55 54 1.59 21.36 EUT 78 92 0.85 B 120 70 
CO115 F 53 74 1.77 23.6 EUT 88.5 106 0.83 B 120 80 
CO116 M 55 73.5 1.77 23.5 EUT 88 96 0.91 B 120 80 
CO117 F 50 54.3 1.56 22.31 EUT 74 96 0.77 B 110 70 
CO118 M 54 63 1.6 24.6 EUT 87 93 0.93 B 130 80 
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CO119 M 57 83 1.77 26.5 SOBP 95 98 0.97 M 140 90 
CO120 F 50 78 1.71 26.67 SOBP 88 116 0.76 B 110 70 
CO121 M 53 78 1.73 26 SOBP 95 105 0.9 B 140 80 
CO122 M 51 65 1.66 23.6 EUT 87 90 0.96 M 110 70 
CO123 F 61 62 1.6 24.22 EUT 82 102 0.8 B 120 80 
CO124 M 63 66 1.57 26.8 SOBP 91 101 0.9 B 120 80 
CO125 M 56 52 1.6 20.3 EUT 76 88 0.86 B 140 90 
CO126 M 56 66 1.67 23.66 EUT 83 91 0.91 B 150 100 
CO127 F 49 56 1.57 22.7 EUT 77 90 0.85 B 110 70 
CO128 F 49 66 1.6 25.8 EUT 85 97.5 0.87 M 140 90 
CO129 F 56 64 1.66 23.22 EUT 79 107 0.73 B 110 60 
CO130 F 54 64 1.6 25 EUT 88 99 0.88 M 130 90 
CO131 M 58 74 1.67 26.53 SOBP 92 101 0.91 B 135 80 
CO132 M 57 68.2 1.66 24.75 EUT 91 94 0.97 M 130 80 
CO133 M 52 75 1.72 25.35 EUT 86.5 100 0.86 B 120 80 
CO134 M 52 75 1.765 24 EUT 89 99 0.89 B 130 80 
CO135 F 53 69 1.61 26.61 SOBP 87 104 0.83 B 130 80 
CO136 M 58 64 1.63 24.08 EUT 81 94 0.86 B 110 70 
CO137 M 53 64 1.68 22.68 EUT 86 96 0.9 B 120 80 
CO138 M 53 75 1.76 24.21 EUT 90.5 95.5 0.94 B 130 90 
CO139 F 47 59 1.63 22.2 EUT 78 99 0.78 B 100 70 
CO140 F 59 74 1.6 28.9 SOBP 99 113 0.87 M 120 80 
CO141 M 55 68 1.67 24.38 EUT 83 95 0.87 B 120 80 
CO142 F 53 75 1.72 25.35 EUT 94 108 0.87 M 120 80 
CO143 F 61 57 1.46 26.7 SOBP 83 99 0.83 B 120 80 
CO144 M 58 64 1.65 23.5 EUT 86 87 0.98 M 120 80 
CO145 F 52 73 1.57 29.6 SOBP 96.5 107 0.9 A 140 90 
CO146 M 60 67 1.7 23.2 EUT 87 92 0.94 B 120 70 
CO147 F 54 54 1.5 24 EUT 80 94 0.85 B 130 90 
CO148 F 58 55 1.62 21.14 EUT 80 92 0.87 M 110 80 
CO149 F 52 58 1.63 21.83 EUT 76 96 0.79 B 130 90 
CO150 M 50 64 1.69 22.4 EUT 85 95 0.89 B 120 90 
CO151 M 50 89 1.8 27.46 SOBP 94 93 1.01 A 130 90 
CO152 F 53 59 1.62 22.5 EUT 74 98 0.75 B 100 60 
CO153 M 59 72 1.72 24.34 EUT 92 93 0.99 M 130 100 
CO154 F 48 64 1.62 24.4 EUT 90 97 0.93 A 120 80 
CO155 F 48 60 1.59 23.73 EUT 73 99 0.73 B 120 90 
CO156 F 55 58 1.57 23.53 EUT 82 99.5 0.82 B 100 80 
CO157 F 57 67 1.6 26.17 SOBP 97 108 0.9 M 110 70 
CO158 M 47 57 1.65 20.93 EUT 73 88 0.83 B 110 70 
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CO159 M 51 60 1.55 24.9 EUT 84 101 0.83 B 110 70 
CO160 F 49 58 1.62 22.1 EUT 75.5 98 0.77 B 100 70 
CO161 M 60 85 1.75 27.75 SOBP 100 107 0.93 B 120 80 
CO162 M 55 93 1.78 29.3 SOBP 103 111 0.92 B 120 70 
CO163 M 52 74 1.78 23.3 EUT 85 105 0.8 B 110 80 
CO164 M 53 68 1.7 23.5 EUT 83 94 0.88 B 110 80 
CO165 M 46 85 1.83 25.4 SOBP 96 101 0.95 M 120 90 
CO166 M 51 78 1.73 26.06 SOBP 88 98 0.89 B 120 80 
CO167 M 59 78 1.72 26.36 SOBP 96 96 1 M 120 80 
CO168 M 62 84 1.8 25.92 SOBP 94 108 0.87 B 130 90 
CO169 F 56 65 1.62 24.76 EUT 92 97 0.95 A 120 80 
CO170 F 48 68 1.56 27.9 SOBP 86 106 0.81 B 110 70 
CO171 M 51 76 1.65 28 SOBP 96 106 0.9 B 120 70 
CO172 M 50 83 1.8 25.6 SOBP 93 103 0.9 B 120 80 
CO173 M 58 67 1.75 21.8 EUT 84 94 0.89 B 110 70 
CO174 M 64 73 1.78 23.04 EUT 98 100 0.98 M 120 80 
CO175 M 51 75 1.75 24.5 EUT 83 97 0.85 B 120 80 
CO176 M 58 67 1.7 23.18 EUT 89 100 0.89 B 120 80 
CO177 F 59 60 1.53 25.63 SOBP 81 102 0.79 B 130 80 
CO178 M 63 68.7 1.68 24.34 EUT 89 101 0.88 B 140 80 
CO179 F 48 54 1.56 22.2 EUT 71 94 0.75 B 100 60 
CO180 F 52 67.2 1.74 22.2 EUT 83 99 0.83 B 110 70 
CO181 M 54 72.5 1.68 25.7 SOBP 88 100 0.88 B 180 110 
CO182 M 51 70 1.72 23.66 EUT 87 98 0.88 B 120 80 
CO183 M 59 74 1.67 26.53 SOBP 95 99 0.96 M 120 80 
CO184 F 52 83 1.75 27.1 SOBP 86 106.5 0.8 B 140 90 
CO185 M 50 78 1.77 24.9 EUT 96 106 0.9 B 130 90 
CO186 F 51 81 1.73 27.06 SOBP 90 112 0.8 B 110 70 
CO187 M 53 86 1.81 26.25 SOBP 101 104 0.97 M 150 100 
CO188 M 51 86 1.77 27.45 SOBP 94 100 0.94 B 110 80 
CO189 F 57 52 1.54 21.92 EUT 69 91 0.76 B 110 70 
CO190 M 48 74 1.67 26.53 SOBP 92 99 0.93 B 140 90 
CO191 F 55 69 1.61 26.61 SOBP 84 102 0.82 B 150 100 
CO192 F 52 62 1.6 24.2 EUT 81 95 0.85 B 100 80 
CO193 M 52 76 1.75 24.8 EUT 100 100 1 M 130 80 
CO194 M 60 76 1.72 25.7 SOBP 92 96 0.96 M 150 90 
CO195 M 48 70 1.76 22.6 EUT 85.5 95 0.9 B 140 100 
CO196 M 53 62 1.67 22.2 EUT 83 95 0.87 B 110 70 
CO197 F 73 63 1.53 25.88 SOBP 89 99 0.89 M 120 60 
CO198 F 48 53.3 1.54 22.5 EUT 69 99 0.69 B 120 70 
CO199 F 56 59 1.53 25.2 SOBP 83 93 0.89 M 100 60 
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Background: The toll-like receptor 4 (TLR4) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) 
are proteins from the innate immune system that, when activated, can induce insulin 
resistance. Polymorphisms in these genes could affect the immune response, as well as the 
prevalence of type 2 diabetes (T2DM).  
Objective: The aim of the present study was to investigate the contribution of four 
polymorphisms (2 from TLR4 and 2 from iNOS) to susceptibility to T2DM in a southeast 
Brazilian population.   
Design: A total of 211 patients with T2DM and 200 unrelated controls were genotyped for 
the Asp299Gly and Thr399Ile polymorphisms of the TLR4 gene and for the insertion (I) / 
deletion (D) AAAT and (CCTTT)n polymorphisms of the iNOS promoter gene.  
Results: With regard to the iNOS promoter region, the data showed that the I allele of the I 
/ D AAAT polymorphism was more prevalent in the T2DM group, and that L/L genotype 
of (CCTTT)n polymorphism were also more frequent in the same group. In contrast,  
the 299Gly allele and the 399Ile allele from the Asp299Gly and Thr399Ile TLR4 gene 
polymorphisms, respectively, were associated with protection of T2DM. It is believed that 
the persistence of these genetic variations in human populations may be indicative of a 
selective advantage in the face of different environmental pressures. 
Conclusions: Genetic variations in the iNOS gene promoter and TLR4 coding sequence 
may lead to deleterious and protective effects, respectively, arising from altered function of 
the innate immune system in patients with T2DM.  






1- Introduction  
It is well established that type 2 diabetes (T2DM) is caused by a combination of 
insulin resistance in the skeletal muscle, liver and adipose tissues and impaired insulin 
secretion from the pancreatic islets (Stumvoll, Goldstein, & van Haeften, 2005). At least a 
decade ago, a new hypothesis was proposed: that a disorder of the innate immune system 
underlies the pathophysiology of obesity and insulin resistance, which are the main 
mechanisms of T2DM (Hotamisligil, Shargill, & Spiegelman, 1993). 
T2DM is probably a polygenic disease, and some single nucleotide 
polymorphisms (SNP) in metabolic genes, such as PPARγ P12A (Altshuler et al., 2000), 
KCNJ11 E23K (Gloyn et al., 2003) and TCF7L2 (Grant et al., 2006), are associated with 
T2DM in a large number of samples. While genome-wide association studies (GWAS) on 
this disease have been recently successful (Sladek et al., 2007; Frayling et al., 2007; Saxena 
et al., 2007; Scott et al., 2007; Zeggini et al., 2007; Welcome Trust Case Control 
Consortium, 2007), promising candidate genes should be individually analysed in detail, 
especially those that are related with inflammation. Polymorphisms in genes that encode 
proteins of the innate immune system, such as the Toll-like receptor 4 (TLR4) and 
inducible nitric oxide synthase (iNOS), could affect the immune response (Kun et al., 1998; 
Arbour et al., 2000) as well as the prevalence of type 2 diabetes (Kolek et al., 2004). 
TLR4 links immune stimulation to the induction of the innate immune 
response. It is expressed on macrophages, airway epithelia, adipose tissue, skeletal muscle 
and vascular endothelial and smooth muscle cells, responds to lipolysaccharide (LPS) 
during gram-negative bacterial infection (Chow, Young, Golenbock, Christ, & Gusovsky, 
1999; Zarember, & Gogowske, 2002; Shi et al., 2006). TLR4 also interacts with other 
endogenous and exogenous substances, including heat-shock proteins, fibronectin, 
fibrinogen, free fatty acids (FFAs) and saturated fatty acids (SFA). Activated TLR4 induces 
expression of a spectrum pro-inflammatory cytokines, many of which have been implicated 
in insulin resistance (Shi et al., 2006; Akira, Takedo, & Kaisho, 2001; Kim et al., 2007). 
Two polymorphisms in TLR4 are largely studied, these are located in the coding sequence 
resulting in amino acid exchanges: an aspartic acid for a glycine at a position 299 
(Asp299Gly) and a threonine for an isoleucine at position 399 (Thr399Ile) (Arbour et al., 
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2000). The derived states have been shown to change the ligand-binding site of the 
receptor, often resulting in the hyporesponsiveness of the immune system after stimulus 
(Arbour et al., 2000). Normally, these two variants are co-segregated in diverse populations 
(Ferweda et al., 2007). Since their identification, these two mutations have been studied for 
their association with various infectious and chronic diseases, with contradictory results. 
iNOS is an enzyme that catalyzes the oxidation of L-arginine to yield nitric 
oxide (NO). It can be induced in a wide array of cell types by a vast repertoire of 
immunological and inflammatory stimuli, including the TLR4 pathway (Nathan, 1997). Its 
actions in insulin-sensitive tissues produce high NO concentrations, leading to cytotoxicity 
and S-nitrosation of insulin-pathway proteins, resulting in inactivated molecules and insulin 
resistance (Carvalho-Filho et al., 2005). Regulation of iNOS is predominantly at the level 
of transcription of its gene, NOS2A, in humans. Numerous cytokine responsive elements 
have been found in the promoter and regulatory region of iNOS, with a number of them 
residing in the region upstream of -4kb from the transcriptional start site (Marks-Konczalik, 
Chu, & Moss, 1998; Ganster, Taylor, Shao, & Geller, 2001). There are two microsatellites 
in this region, and these have been the focus of various studies to examine these 
microsatellites in relation to diverse diseases (Kun et al., 1998; Morris, Glenn, Wilcken,  
& Wang, 2001; Gonzalez-Gay et al., 2004; Liao et al., 2006). One of these 
polymormorphims is the deletion (D) /insertion (I) of the microsatellite AAAT in the 
AAAT/AAAAAT region located at position -756bp to -716bp (relative to the major 
transcription site, +1) (Bellamy, & Hill, 1997); and the other one is a highly polymorphic 
pentanucleotide (CCTTT)n (n = from 8 to 16 CCTTT repeats), at position -2.6kb in the 
promoter of iNOS (Xu, Liu, Emson, Harrington, & Charles, 1997). Both of these 
polymorphisms were found to promote significant differences in the promoter activity, 
resulting in the enhancement of NOS2A gene transcription. 
In view of this, we sought to assess the contribution of the four polymorphisms 
(2 from TLR4 and 2 from iNOS) to susceptibility (or not) to T2DM in a southeast Brazilian 
population by employing an association study approach in a group of type 2 diabetes 




2- Subjects and Methods 
2.1- Study Subjects 
The study protocol was approved by Ethics Committee from the State 
University of Campinas (UNICAMP), Brazil.  Written informed consent was obtained from 
each person prior to their enrolment. The case-control sample consisted of 211 T2DM 
patients (102 males and 109 females) and 200 (120 males and 80 females) healthy controls. 
The patients were recruited from the Department of Diabetes and Hypertension at the 
Hospital of Clinics – UNICAMP; and the controls were blood donors, recruited from the 
Hematology Center of UNICAMP. The diagnosis of T2DM respected the diagnostic 
criteria of the WHO (Alberti, & Zimmet, 1998) (fasting plasma glucose ≥ 126 mg/dl),  
or use of glucose-lowering medication. The control exclusion criteria included age less than 
50 years; a family history of diabetes; the presence of any chronic disease; fasting plasma 
glucose of higher than 110 mg/dl; body mass index (BMI) ≥ 30 mg/dl; waist/hip ratio ≥ 0.9 
for women and 1.0 for men. 
The clinical data of each participant were obtained using a questionnaire with 
standardized choices of answers to be ticked during the interview and, for additional data, 
the T2DM patient’s files were also analyzed. Weight, height, waist circumference, hip 
circumference and blood pressure were measured for all participants. Peripheral venous 
blood samples (9ml) were drawn from each participant by standard venous puncture. Each 
blood sample collected was directed to DNA extraction and fasting plasma glucose 
determination.  
 
2.2- Determination of TLR4 and iNOS Genotypes  
Genomic DNA was extracted from leukocytes by using the Genomic Blood 
DNA Purification Kit (Amershan Pharmacia Biotec, USA) according to the manufacturer’s 
recommendation. Polymerase chain reaction (PCR) was used to determine the genotypes of 
the 4 polymorphisms (2 from TLR4 and 2 from iNOS) from genomic DNA, using specific 
and previously described primers (Belamy, & Hill, 1997; Xu, Liu, Emson, Harrington,  
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& Charles, 1997; Lorenz, Frees, & Schwartz, 2001) (Table 1). The PCRs were performed 
with a PCR thermocycler machine (Gene Amp PCR System 9700; Applied Biosystems), 
with PCR mixture (25μl) that consisted of 1μg of genomic DNA, 1μl of each 10μM primer 
(Invitrogen, Rio de Janeiro, Brazil), 0.5U Taq Polymerase (Invitrogen, Rio de Janeiro, 
Brazil), 0.25 μl of each dNTP and 2.5 μl of 10 X PCR buffer with MgCl2 (Invitrogen,  
Rio de Janeiro, Brazil). 
The cycling for the TLR4 polymorphisms consisted of an initial cycle at 95oC 
for 6 min followed by 31 cycles of denaturation at 95oC for 30s, annealing at 55oC for 30s 
and extension at 72oC for 30s, finishing with a step at 72oC for 7 min. Ten μl of the 
resulting TLR4 PCR products were used for an overnight digest mixed with 0.2μl of the 
appropriated restriction enzyme (10U/μl; Asp299Gly: Nco I; Thr399Ile: Hinf I, Fermentas, 
USA), 1.5μl of 10 X restriction buffer and 1.3μl water. Gels were run on a 3% agarose gel 
(Invitrogen) to determine the TLR4 genotypes (Lorenz, Frees, & Schwartz, 2001). 
The cycling for the iNOS polymorphisms consisted of an initial denaturation at 
94oC for 5 min, 10 cycles of 94oC, 65oC and 72oC for 1 min each, followed by 15 cycles of 
94oC, 60oC and 72oC for 1 min each, and finally 20 cycles of 94oC, 58oC, and 72oC for  
1 min each, finishing with a step at 72oC for 25 min. The iNOS PCR products were then 
electrophoresed on an automatic Mega Bace 1000 sequencer (GE Healthcare, USA),  
and the genotypes were determined using the Fragment Profile VS. 1.2 software. 
 
2.3- Statistical analysis 
Differences in clinical parameters between T2DM patients with the control 
group were compared by the Mann-Whitney test. The Hardy-Weinberg equilibrium was 
assessed by x2 analysis. Allele frequencies were calculated from the observed number of 
genotypes. Allele and genotype frequencies were compared using standard chi-square 
(independence) analysis and the Fisher’s exact test, implemented in the SPSS program. 




3- Results  
Table 2 shows the general characteristics of both T2DM patients and controls. 
The anthropometric and clinical characteristics were significantly different between the 
groups, emphasizing the careful selection of the control group.  
Genotype frequencies for the 4 polymorphisms, considering the T2DM and 
control groups, respected the Hardy-Weinberg equilibrium expectations, reducing the risk 
of error during the genotyping. The deletion (D) / insertion (I) AAAT polymorphism in the 
iNOS promoter had its genotype and allele frequencies provided for both groups. We found 
the I allele in 25.1% of the T2DM patients studied. The I allele tended to increase the risk 
for T2DM (OD= 1.55, 95% CI 0.97–2.48), but the difference did not reach statistical 
significance (p= 0.06) (Table 3). However, when the genotype distribution was considered, 
the presence of the I allele resulted in a significant increase in the risk for the disease  
(OR= 1.7, 95% CI 1.02-2.86, p= 0.039) (Table 3). Interestingly, statistical significance was 
almost reached for allele analysis and would probably become significant if the number of 
participants were increased.  
The (CCTTT)n allele and genotype frequencies in the iNOS gene were 
examined in T2DM patients and controls. The distribution of alleles (repeat numbers 
ranging from 8 to 16) is shown in Fig 1. The overall (CCTTT)n allelic and genotypic 
distributions did not show statistically significant differences between T2DM patients and 
controls (data not shown). Interestingly, when we stratified the iNOS alleles into short  
(8-11) and long (12-16) repeats, significant differences were observed between T2DM 
patients and controls (p= 0.047) (Table 4). Of note, individuals carrying two alleles with a 
repeat number of more than 11 (L/L) had an increased chance of developing T2DM  
(OR = 1.51, 95% CI 1–2.28) (Table 4). 
Next, the frequencies of the TLR-4 polymorphisms, Asp299Gly and Thr399Ile, 
were assessed. For both mutations, the minor alleles were significantly higher in controls, 
showing a protective role for alleles that encode 299Gly and 399Ile, respectively  
(p= 0.023 for Asp299Gly and p= 0.03 for Thr399Ile) (Tables 5 and 6). The genotype 
statistical analysis also demonstrated similar results (p= 0.044 for Asp299Gly and p= 0.029 
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for Thr399Ile) (Tables 5 and 6), with the risk of T2DM decreased around by 55%  
(OR= 0.45, 95% CI 0.19–0.99) in individuals with 299Gly variant and 75% (OR=0.25, 
95% CI 0.07–0.9) in individuals with 399Ile variant. These findings indicate that 299Gly 
and 399Ile carriages were associated with a lower prevalence of T2DM. 
As described in other studies, the Asp299Gly polymorphism was more frequent 
than the Thr399Ile polymorphism (8% versus 3.44%, respectively), and almost all 
individuals exhibiting the 399Ile variant also possessed the 299Gly variant.  
Of 14 individuals with the 399Ile mutation, only 2 were not co-segregated with the 299Gly 
mutation (1 of each group). To test if the 299Gly/399Ile combination was associated with 
the protection to T2DM, we evaluated the haplotype distribution (Table 7). The calculated 
frequencies of the four haplotypes were substantially different between the control and 
patient groups (p= 0.025). This result was reinforced by the association of mutated 
haplotypes (Gly Ile + Asp Ile + Gly Thr), in comparison with the wild-type haplotype  
(Asp Thr) (p= 0.027) (Table 7). In this model, the mutated haplotypes increased the 
protection against T2DM development (OR= 0.44, 95% CI 0.22–0.89). 
 
4- Discussion 
This study found that some of the polymorphisms present in the iNOS and 
TLR4 genes are associated (positively or negatively) with T2DM. The iNOS microsatellites 
are associated with an increased risk of T2DM, whereas the TLR4 SNPs confer a protection 
against T2DM development.  
With regard to the iNOS promoter region, our data showed that the I allele of 
the deletion (D) / insertion (I) AAAT polymorphism was more prevalent in the T2DM 
group, and that L/L genotype of (CCTTT)n polymorphism was also more frequent in the 
same group. In other studies, these iNOS polymorphisms have been examined with regard 
to chronic inflammatory diseases and interesting results have been shown. Morris, Glenn, 
Wilcken, & Wang (2001) found that the insertion (I) allele is associated with increased 
waist/hip ratio, plasma glucose and severity of angina in male coronary artery disease 
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patients. Other reports have shown that these iNOS polymorphisms are linked to chronic 
inflammatory diseases or with diabetic complications (Warpeha et al., 1999; Johannesen, 
Tarnow, Parving, Nerup, & Pociot, 2000; Morris et al., 2002; Tajouri et al., 2004; 
Motallebipour, Rada-Iglesias, Jansson, & Wadelius, 2005; Tatemichi et al., 2005).  
Our results for iNOS polymorphisms in T2DM patients may have implications for insulin 
resistance. Reporter gene constructs made from deletion (D) and insertion (I) alleles of the 
AAAT polymorphism by transient transfection in several cultured cells lines presented 
significant differences in the promoter activity of I compared with D allele constructs. 
Moreover, the I/D genotype itself appeared to be responsible for this improvement in the 
iNOS promoter activity (Morris et al., 2002). Similarly, in EMSA, a long allele of the 
(CCTTT)n exhibited specific binding of nuclear proteins, emphasizing that long forms of 
this polymorphism could act as an enhancer. Increased spacing by a tandem repeat may 
create flexibility in the DNA-chain, facilitating the interactions that flank the repeat, and 
thus increasing the iNOS promoter activity (Motallebipour, Rada-Iglesias, Jansson,  
& Wadelius, 2005). NO produced by iNOS is deleterious to insulin-sensitive tissues, 
promoting insulin resistance (Carvalho-Filho et al., 2005). Therefore, the enhancement of 
iNOS expression promoted by these iNOS promoter polymorphisms could actually increase 
this mechanism of insulin resistance, and increase the susceptibility to T2DM. 
In our study, the TLR4 Asp299Gly and Thr399Ile mutated forms were 
associated with the protection of T2DM and similar results where found in some studies 
that tried to relate these polymorphisms with chronic diseases. Kolek et al. (2004) showed 
that the 299Gly variant not only impairs the inflammatory response and is associated with 
reduced plasma CRP levels but, in parallel, is linked with decreased angiographic coronary 
artery disease and diabetes prevalence. In 17 subjects with 299Gly and 399Ile variants 
versus 17 wild-type, intima-media thickness in the common carotid arteries was 
significantly lower in the first group and thromboxane biosynthesis in carriers of TLR4 
polymorphisms was considerably reduced by 65% (Patrignani et al., 2006). In spite of these 
interesting results, other studies have shown a lack of association with chronic diseases and 
these TLR4 mutations (Reindl et al., 2003; Koch, Hoppmann, Pfeufer, Shömig, & Kastrati, 
2006). However, in studies focused on infectious diseases the results were more uniformly 
observed. Many studies have related the mutated forms of both polymorphisms (especially 
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299Gly variant) with an increased risk of septic shock (Lorenz, Mira, Frees, & Schwartz, 
2002), gram-negative infections (Agnese et al., 2002), severe malaria (Mockenhaupt et al., 
2006), respiratory synctyal virus (RSV) infection (Tulic et al., 2007), and premature birth 
associated with infection (Lorenz, Hallman, Martilla, Haataja, & Schwartz, 2002).  
The non-protective role of 299Gly and 399Ile in infectious diseases is explained by TLR4 
hyporesponsiveness to its ligands, mainly LPS and RSV, caused by these mutations 
(Arbour et al., 2000; Tulic et al., 2007). The replacement of the conserved Asp with Gly at 
position 299 has been reported to theoretically cause disruption of the α-helical protein 
structure, resulting in an extended β-strain, that is less functional (Gibrat, Garnier,  
& Robson, 1987). Furthermore, epithelial airway cell lines transfected with 299Gly and 
399Ile promoted a lack of surface TLR4 expression at the time of stimulation when 
compared with TLR4 299Asp and 399Thr transfected cells, and also those variants were 
responsible for reduced NF-KB activity (Tulic et al., 2007). Activated TLR4 was 
demonstrated to induce expression of pro-inflammatory cytokines (via NF-kB pathway), 
many of which have been implicated in T2DM (Akira, Takedo, & Kaisho, 2001; Kim et al., 
2007). Therefore, evidence demonstrates that impairment of inflammatory signal 
transduction by 299Asp and 399Ile could increase the risk of acute bacterial infection but 
decrease risk of chronic diseases, such as T2DM. 
The persistence of genetic variations in human populations may be indicative of 
a selective advantage in the face of different environmental pressures. In the case of the 
iNOS gene there are distinct polymorphisms from our study, which are associated with 
protection for malaria and tuberculosis (Kun et al., 1998; Gómez et al., 2007). The former 
illness was and still is a very common infection in Africa; while the latter was once a 
pandemic disease in Caucasian populations of industrialized nations. Thus, selection 
pressure may have also played a role in the retention of the iNOS promoter gene variants 
that we have studied, or polymorphisms in linkage disequilibrium with them. The possible 
protective role of these promoter variants during the past could now be associated with 
increased prevalence of chronic diseases.  
Despite the apparently protective effect of TLR4 polymorphisms for chronic 
diseases, they could have also been the result of environmental pressures, especially in 
African and Caucasian populations. Ferweda et al. (2007) believe these polymorphisms 
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(mainly Asp299Gly) arose in Africa over 60,000 ago years and migrated toward Europe 
through the Middle Eastern route. In these populations, the TLR4 polymorphisms develop 
higher susceptibility to infectious diseases (Lorenz, Mira, Frees, & Schwartz, 2002; Agnese 
et al., 2002; Mockenhaupt et al., 2006), but could also protect from death due to such 
diseases. In an interesting study on malaria, patients with TLR4 variants presented higher 
incidence of severe malaria; however, they also revealed a lower fatality rate, which may 
result from less excessive proinflammatory mediators contributing to death. In the same 
study, the co-segregation of both polymorphisms (Asp299Gly and Thr399Ile) resulted in 
the highest risk of developing malaria, suggesting that they may interact in an additive 
fashion (Mockenhaupt et al., 2006). In the present study, we observed that TLR4 
haplotypes, which had mutated forms of one or both polymorphisms, were significantly 
higher in controls, a result that could highlight the synergistic effect of these 
polymorphisms. 
In conclusion, genetic variations in the iNOS gene promoter and TLR4 coding 
sequence may lead to deleterious and protective effects, respectively, arising from an 
altered function of the innate immune system in patients with T2DM. Although some 
studies have yielded evidence of association of these polymorphisms with complications of 
Diabetes Mellitus and metabolic manifestations of coronary artery disease, this is the first 
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Figure 1- Distribution of the CCTTT repeats promoter polymorphism in T2DM patients 
and controls.  
 
Table 1- Sequences of primers used for PCR  
Gene Polymorphism Primers 
TLR4 Asp299Gly F: 5'-GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-3' 
  R: 5'-GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC-3' 
TLR4 Thr399Ile F: 5'-GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA-3'
  R: 5'-ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT-3' 
iNOS -/+ AAAT F: 5'-TGGTGCATGCCTGTAGTCC-3'* 
  R: 5'-GAGGCCTCTGAGATGTTGGTC-3' 
iNOS (CCTTT)n F: 5'-ACCCCTGGAAGCCTACAACTGCAT-3'* 
  R: 5'-GCCACTGCACCCTAGCCTGTCTCA-3' 
















Table 2- Characteristics of Controls and T2DM Patients 
 Controls T2DM Patients 
 n= 200 n= 211 
Age (years) 56.07 (+ 7.03) 59.28 (+ 8.86) 
BMI  (kg/m2) 25.8 (+ 15.95) 33.26 (+ 7.63) 
WC (cm) 87.72 (+ 8.71) 110.71 (+ 13.83) 
HC (cm) 99.77 (+ 6.73) 111.52 (+ 15.19) 
W/H R 0.88 (+ 0.07) 0.99 (+ 0.08) 
S BP (mmHg) 123.16 (+ 14.84) 142.55 (+ 20.36) 
D BP (mmHg) 79.54 (+ 9.83) 87.20 (+ 13.35) 
Glucose (mmol/l) 5.48 (+ 1.29) 8.56 (+ 4.3) 
Abbreviations: BMI: body mass index, WC: waist circumference, HC: hip circumference, W/H R: waist/hip 
ratio, S BP: systolic blood pressure, D BP: diastolic blood pressure.  
 
Table 3- Genotype distribution and allele frequencies of the iNOS deletion (D) / insertion 
(I) AAAT promoter polymorphism in the T2DM and Control groups  
 T2DM Group Control Group p value 
 (n=211) (n=200)  
Compacted Genotype    
D/D 158 (74.88%) 167 (83.5%) 0.039 
D/I + I/I 53 (25.12%) 33 (16.5%)  
Allele    
D 366 (86.73%) 364 (91%) 0.06 






Table 4- Genotype distribution and allele frequencies of the iNOS (CCTTT)n promoter 
polymorphism in the T2DM and Control groups 
 T2DM Group Control Group p value 
 (n=211) (n=200)  
Compacted Genotype    
L/L 129 (61.14%) 102 (51%) 0.047 
L/S + S/S 82 (38.86%) 98 (49%)  
Allele    
L* 321 (76.07%) 292 (73%) 0.337 
S** 101 (23.93%) 108 (27%)  
*S – short (8-11 repeats); **L – long (12-16 repeats) 
 
Table 5- Genotype distribution and allele frequencies of the TLR Asp299Gly 
polymorphism in the T2DM and Control groups 
 T2DM Group Control Group p value 
 (n=211) (n=200)  
Genotype    
Asp/Asp 200 (94.78%) 178 (89%) 0.051 
Asp/Gly 11 (5.22%) 20 (10%)  
Gly/Gly 0 (0%) 2 (1%)  
Compacted Genotype    
Asp/Asp 200 (94.78%) 178 (89%) 0.044 
Asp/Gly + Gly/Gly 11 (5.22%) 22 (11%)  
Allele    
Asp 411 (97.4%) 376 (94%) 0.023 





Table 6- Genotype distribution and allele frequencies of the TLR Thr399Ile  polymorphism 
in the T2DM and Control groups 
 T2DM Group Control Group p value 
 (n=211) (n=200)  
Genotype    
Thr/Thr 208 (98.58%) 189 (94.5%) 0.034 
Thr/Ile 3 (1.42%) 10 (5%)  
Ile/Ile 0 (0%) 1 (0.5%)  
Compacted Genotype    
Thr/Thr 208 (98.58%) 189 (94.5%) 0.029 
Thr/Ile + Ile/Ile 3 (1.42%) 11 (5.5%)  
Allele    
Thr 419 (99.29%) 388 (97%) 0.03 
Ile 3 (0.71%) 11 (3%)  
 
 
Table 7- Distribution of haplotypes of the TLR4 Asp299Gly and Thr399Ile polymorphisms 
in the T2DM and Control Groups 
 T2 DM Group Control Group p value 
 (n=211) (n=200)  
Haplotype    
Asp Thr 410 (97.15%) 375 (93.75%) 0.025 
Gly Ile 2 (0.47%) 11 (2.75%)  
Asp Ile 1 (0.25%) 1 (0.25%)  
Gly Thr 9 (2.15%) 13 (3.25%)  
Compacted Haplotype    
AspThr 410 (97.15%) 375 (93.75%) 0.027 
GlyIle+AspIle+GlyThr 12 (2.85%) 25 (6.25%)  
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